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Abstrakt 
Ny forskning har vist, at der på 3’ enden af CAPN10 findes mulige bindingssites for den 
diabetes-associerede transskriptionsfaktor HNF-4α. I projektet undersøges HNF-4α’s mulige 
funktion som transskriptionsfaktor for CAPN10 transskriptionen. Der udføres forsøg, hvori 
der indgår kloning af bindingssites for HNF-4α i pGL4.23 plasmid, transformation, 
transfektion og et luciferase assay, hvor aktiviteten af transskriptionen af reportergenet måles 
i INS-1E. Idet der er fundet to mulige bindingssites til CAPN10, måles der på følgende 
prøver; pGL4.23, BS1, BS2, BS1+2, hvor nogle af prøverne er tilsat varierende 
koncentrationer af HNF-4α. Ud fra resultaterne har det vist sig, at pGL4.23 indeholder 
kryptiske bindingssites for HNF-4α. Desuden er de rigtige primere for amplificeringen af 
BS1+2 ikke anvendt. Vi kan derfor ikke konkludere, hvorvidt HNF-4α regulerer udtrykket af 
CAPN10. Det kan dog påvises, at HNF-4α binder og aktiverer transskriptionen af 
reportergenet. 
 
Abstract 
Recent studies indicate the existence of a binding site of the diabetes associated transcription 
factor, HNF-4α, located in the 3’ region of CAPN10. This project aims to determine the 
possible function of HNF-4α as a transcription factor for the transcription of CAPN10. The 
experiment is conducted by: cloning the binding sites of HNF-4α into the pGL4.23 plasmid, 
transformation, transfection and a luciferase assay, in which the activity of the transcription 
of the reporter gene is measured. Given that there are two possible binding sites in CAPN10, 
following samples are measured; pGL.4.23, BS1, BS2, BS1+2, in which HNF-4α is added to 
one of each sample. It appears that within the pGL4.23 cryptic binding sites for HNF-4α are 
located. Additionally, the correct primers for the amplification of BS1+2 were not applied in 
this experiment. Hence, it is not possible to determine whether HNF-4α regulates the 
expression of CAPN10. However, it has been demonstrated that HNF-4α binds and activates 
the transcription of the reporter gene. 
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1. Forord 
Dette projekt er udarbejdet på instituttet for Natur, Systemer og Modeller på Roskilde 
Universitet og henvender sig til forskere inden for molekylærbiologi samt interesserede. I 
appendiks 10.1 findes en forklarende ordliste over de fagtermer, som benyttes undervejs. 
Disse efterfølges af * første gang, de benyttes. Desuden kan data opnået ved forsøget, 
sekventering af de indsatte bindingssites i plasmider samt bestillingslister for 
oligonukleotider findes i bilag. Kildehenvisninger ses i kantede parenteser efter det afsnit, 
hvor den pågældende kilde er anvendt. Kilderne er at finde i litteraturlisten og er anført i 
alfabetisk rækkefølge.  
Formålet med projektet er at undersøge, hvorvidt HNF-4α regulerer transskriptionen af 
CAPN10. Projektet er et bidrag til almen forskning indenfor undersøgelsen af de molekylære 
mekanismer bag udviklingen af diabetes. For at undersøge dette er der blevet udført en 
række forsøg.     
En tak til laborant Kirsten Olesen, som i forbindelse med udførelsen af vores forsøg har 
været til stor hjælp under hele laboratorieforløbet. Til slut vil vi rette en stor tak til vores 
vejleder Louise Torp Dalgaard for hendes indsats gennem hele projektforløbet.     
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2. Indledning 
Hvert år konstateres 22.000-24.000 nye tilfælde af type II diabetes [Sundhedsstyrelsen, 
2009]. Diabetes er en livsstilssygdom, som resulterer i en uregelmæssig regulering af 
glukosekoncentrationen i blodet. Hos diabetespatienter kan kroppen enten ikke danne 
insulin, eller også er kroppens insulin ikke tilstrækkelig optimal, da kroppen enten er mindre 
følsom overfor insulinen eller er blevet insulinresistent [Sundhedsstyrelsen, 2009] 
Insulinen bliver udskilt i bugspytkirtlen, 
som består af en endokrin og en exokrin del, 
se Figur 1. I bugspytkirtlen findes de 
såkaldte hormonproducerende celler, som er 
placeret i små cellegrupper kaldet de 
Langerhanske øer i den endokrine del af 
kirtlen. De Langerhanske øer er opbygget af 
tre forskellige celletyper, α-, β- og δ-celler, 
som alle producerer hormoner. β-cellerne 
producerer insulin, og en mutation i disse, 
kan lede til β-celle dysfunktion [Seeley et al., 
2008]  
Det er påvist, at hepatocyte nuclear factor (HNF-4α) og calcium-activated neutral 
protease (CAPN10) spiller afgørende roller for β-celle funktion, idet disse regulerer 
transskriptionen af andre gener, der er vigtige for insulinudskillelsen. HNF-4α er en 
transskriptionsfaktor, som er udtrykt i de insulinudskillende β-celler, og som styrer udtrykket 
af target mRNA. CAPN10 koder for et calcium-aktiveret enzym,calpain-10, som regulerer 
funktionen af proteiner. Polymorfier i CAPN10 har vist sig at være associeret med en 
trefolds øget risiko for udviklingen af type II diabetes. I forbindelse med behandling og 
diagnosticering af type II diabetes, er det nødvendigt at fastslå, hvordan mutationer i HNF-
4α leder til ændringer i insulinudskillelse. Nyere undersøgelser har vist, at der på 3’ regionen 
i CAPN10 findes et bindingssite for HNF-4α, hvilket i projektet undersøges ved kloning, 
transfektion og et luciferase assay [Boyd et al., 2009].  
2.1 Problemformulering  
Kontrollerer den diabetes-associerede transskriptionsfaktor HNF-4α udtrykket af CAPN10 i 
INS-1E celler? 
Figur 1 illusterer bugspytskirlens exokrine og 
endokrine del [Go Pets America] 
 3. Metode   
For at undersøge, om der på 
der består af tre trin; design 
luciferase assay. På Figur 
følgende, hvorimod udførelsen af kloning af plasmider og luciferase assay beskrives
bag forsøget i afsnit 5. Et mere dybdegående
Laboratoriejournalen i afsnit 10.2
Figur 2 viser de overordnede tre trin i forsøget 
3.1 Design af bindingssites
I 3’ enden af CAPN10, er der fundet 
viser baserne for HNF-4α
sandsynligheden for, at disse
høj sandsynlighed GNNCAAAGGTCA eller GGNCAAAGGTCA. Da den førstnævnte 
sekvens er mest sandsynlig grundet højden af baserne, går vi videre med denne. 
Figur 3 viser HNF-4α konsensussekvensen
 
Da bindingssite på CAPN10
frem til mulige bindingssites
enkelte baser i forhold til bindingssitet på 
fra nukleotid 199 – 212, mens det andet bindingssite
i HNF-4α sekvensen, se Figur 
baser af BS1 er i overensstemmelse med konsensussekvensen,
binde stærkere til dette bindingssite, se 
Design af 
bindingssites
CAPN10 findes bindingssite(s) for HNF-4
af bindingssites, kloning af plasmider med bindingssites
2 ses en oversigt over disse tre trin. Det første trin gennemgås i det 
 indblik i udførelsen af forsøget
.  
 
 
bindingssites for HNF-4α [Boyd et al
 bindingssitet, hvor højden på baserne er proportional med 
 forekommer i bindingssitet. Derfor er konsensussekvensen med 
. [Tess] 
 er kendt, kan man ved at kigge på sekvensen af denne
 for HNF-4α. Der findes to mulige sekvenser, der varierer med 
CAPN10. Det første bindingssite
, BS2, er placeret fra nukleotid 279
4. BS1 og BS2 er lokaliserede tæt på hinanden, og da flere 
 forventes det, at HNF
Figur 4.  
Kloning af 
plasmid med 
bindingssites
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α, udføres et forsøg, 
 samt et 
 i Teori 
 er at finde i 
 
., 2009]. Figur 3 
 
 
 finde 
, BS1, er placeret 
-293 
-4α vil 
Måling af 
luciferase-
aktivitet
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BS1 og BS2 klones hver især og sammen (BS1+2) ind i det valgte plasmid (pGL4.23) 
for at måle luciferase-aktiviteterne med de forskellige insert. I tilfælde af, at CAPN10 kun 
aktiveres af bindingssites, vil luciferase-aktiviteten være proportional med transskriptionen 
af CAPN10. I det tilfælde at transskriptionseffektiviteten er additiv, formodes det, at den 
højeste luciferase-aktivitet opnås ved det transfekterede plasmid indeholdende BS1+2.    
 
Konsensussekvens:        5’ GNNCAAAGGTCA 3’ 
BS1:   5’ GGGACAAAGGGTGG 3’ 
BS2:   3’ TGTGGACTTTGTCCC 5’ 
Figur 4 viser sekvenserne for de to bindingssites samt konsensussekvensen. De gule baser viser de baser, der 
passer med konsensussekvensen. BS2 er reverse i forhold til konsensussekvensen.  
 
3.2 Valg af plasmid  
Vi har valgt pGL4.23 plasmidet som er en 
luciferase reporter-vektor, der indeholder en 
kodende region for β-lactamase* også kaldet 
ampicillin-resistensgenet, se Figur 5. 
Derudover indeholder plasmidet et 
luciferasegen, som bruges til måling af 
luciferase-aktiviteten, samt en minimal 
promotor*, en multikloningsregion og 
skæringssted for de to benyttede enzymer. Det er 
vigtigt for resultatet men også fordi vi gerne vil 
afspejle de naturlige forhold, at DNA-fragmentet indsættes efter luciferasegenet, hvilket også 
er muligt ved valg af dette plasmid [Promega, 2007].  
Fire forskellige plasmider designes: 
 
1. Plasmid uden insert betegnet pGL4.23 
2. Plasmid med BS1 
3. Plasmid med BS2 
4. Plasmid med BS1+2 
Figur 5 viser den valgte luciferase reporter 
vektor, pGL4.23 [Promega, 2007] 
 3.3 Restriktionsenzymer
Tabel 1 viser en oversigt over de benyttede restriktionsenzymer med hver deres 
restriktionssite samt overhangs til 
fragmentet er det stykke, som skal indsættes i plasmid
præcis, og at de benyttede 
restriktionsendonuklease type II
opnå en præcis skæring.  
Enzymer BamHI 
Restriktionssites 
Overhangs 5’…GATCC 
3’…G 
Tabel 1 Skæringssites til de forskellige restriktionsenzymer samt overhangs til 
Biolabs 1]  
De designede bindingssites
 BS1 (40 bp)              BamH
Oligonukleotid 1:       5’ - GATCC
Oligonukleotid 2:      3’ 
 
BS2 (39 bp)                BamH
Oligonukleotid 3:       5’ - GATCC
Oligonukleotid 4:     3’ 
 
BS1+2 (121 bp) 
BamHI            BS2                          
5’- GATCCGTGGGAAGGGACAAAGGGTGG
AGATCCGGACGGGCAGGACTGGGTGTGTCCCATGAGAGCACCTCCTTCCTGGCC 
TTTCCTGTGGACTTTGTCCC
 
I enderne af oligonukleotiderne er skæringssites for 
placeret. De understregede nukleotider 
nukleotider til begge sider. Disse ekstra nukleotider sikrer, at BS1 og BS2 
under skæringen.  
 
BamHI og SalI [New England Biolabs 1
et. Det er vigtigt, at skæringen er 
 restriktionsenzymer findes i  plasmidet. Derfor benyttes 
*, som er en gruppe specifikke enzymer, der bruges for at 
SalI KnpI NheI 
   
3’…C 
5’…CAGCT 
BamH
 ser således ud: 
I                      BS1                                          
GTGGGAAGGGACAAAGGGTGGCCCTGGC
- GCACCCTTCCCTGTTTCCCACCGGGACCG
I                       BS2                                   
TTTCCTGTGGACTTTGTCCCACACCAC
- GAAAGGACACCTGAAACAGGGTGTGGTG
BS1                  HindIII     SalI                                
CCCTGGC 
ACACCACAAGCTTG - 3’  
BamHI og Sal
udgør BS1 og BS2. Disse er flankeredeaf
9 
]. DNA-
HindIII 
  
I og SalI. [New England 
KpnI     SalI 
GGTACCG - 3’ 
CCATGGCAGCT - 5’ 
NheI      SalI          
GCTAGCG - 3’ 
CGATCGCAGCT - 5’ 
 
I med overhang 
 ekstra 
bevares intakte 
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Oligonukleotiderne med begge læseretninger (5’3´og 3’5´) bestilles for hver af de 
tre plasmider med bindingssite. Efterfølgende anneales de respektive oligonukleotider for 
derefter at ligeres med skåret plasmid. Vi har som udgangspunkt forsøgt at lave overlap 
extension for BS1+2, men da dette mislykkedes, har vi i stedet udført PCR for at anneale 
bindingssitet.  
Efter ligering gennemgår plasmiderne transformation. De transformerede plasmider 
udplades på agarplader og inkuberes natten over. Den næste morgen podes enkelte udvalgte 
kolonier og udplades igen, så de er klar til minipræp den efterfølgende dag, hvor de 
transformerede plasmider oprenses. Efterfølgende foretages skæring af plasmiderne med 
restriktionsenzymer, og der køres på gel for at undersøge, om kloningen er lykkedes. 
Midipræp, som  oprenser plasmid i større mængder og renere kvalitet end  minipræps, 
udføres herefter på de allerede oprensede plasmider.   
De oprensede plasmider transfekteres i INS-1E, hvorefter luciferase-aktiviteten af disse 
måles. Luciferase-aktiviteten indikerer, hvorledes HNF-4α binder til de respektive 
bindingssites af CAPN10, idet luciferaseaktiviteten er proportional med aktiviteten af de 
indsatte bindingssites. Det forventes, at transfektionen med BS1+2 udviser den største 
luciferase-aktivitet, da transskriptionseffektiviteten af de to sekvenser adderes.      
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4. Baggrundsviden 
4.1 Diabetes-associerede gener 
Udviklingen af Type II diabetes skyldes blandt andet mutationer i flere gener. Variationer i 
disse “diabetes-gener” er ofte forekommende polymorfier. Sådanne polymorfier i flere gener 
kan dog sammenfattes til at udgøre en risiko i udviklingen af diabetes. ”Whole-genome 
linkage” studier kortlægger ”diabetes-gener” ved at følge ændringer i bestemte genomer over 
flere generationer. I disse studier undersøges ændringer i dele af genomet, der øger risikoen 
for udviklingen af diabetes. Ud fra denne metode er to gener blevet identificeret; HNF4A og 
CAPN10 [Genetic Factors in Type II diabetes].  
 
4.2 HNF-4α 
I INS-1E findes et regulatorisk netværk af gener, der kontrollerer udtrykket af andre gener, 
der er vigtige i forbindelse med insulinudskillelse og opretholdelse af glukose-homeostase i 
bugspytkirtlen [Servitja & Ferrer, 2004]. Blandt disse er HNF-4α, en transskriptionsfaktor, 
der bliver udtrykt i lever, nyrer, tarm og i bugspytkirtlens INS-1E [Wang et al., 2000].  
Proteinet spiller en kritisk rolle i reguleringen af glukosetransport og metabolisme, idet 
proteinet regulerer en stor del af transskriptomerne* i de Langerhanske øer ved at binde sig 
direkte til næsten halvdelen af de aktivt transskriberede gener [Odom et al., 2004]. Mangel 
på HNF-4α leder derfor til forringet udtryk af adskillige nøgleproteiner i glukosetransport og 
glykolyse, hvor begge trin er vigtige for optagelsen af glukose fra det enterohepatiske 
kredsløb* til hepatocytter og for insulinudskillelsen i leverens β-celler [Stoffel & Duncan, 
1997].  
I β-celler interagerer blandt andet HNF-4α, HNF-1α, IPF-1, HNF-1β og NeuroD i et 
komplekst netværk, som er involveret i reguleringen af udtrykket af INS-1E [Servitja & 
Ferrer, 2004] og andre gener, som koder for proteiner, der er involverede i 
insulinudskillelsen [Hansen, 2004].  
HNF-4α menes også at kunne fungere som en enhancer i nogle transskriptomer, hvilket 
vil sige, at proteinet øger transskriptionshastigheden for et givet gen. Bindingssites for HNF-
4α som enhancer ligger dog i andre regioner end bindingssites for HNF-4α som basal 
transskriptionsfaktor [Odom et al., 2004]. 
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4.3 Calpain-10 
Calpain-10 er et calcium-aktiveret enzym, som nedbryder proteiner. Enzymet er et medlem 
af Calpain-familien, som består af cystein-proteaser* og findes i alle kroppens celler [Harris 
et al., 2006; Ma et al., 2001]. 
Calpain’er aktiveres af calcium og 
regulerer funktionen af andre 
proteiner ved at kløve stykker af, 
hvorved det ændrede protein eller 
pro-enzym* bliver mere eller 
mindre aktivt. På denne måde 
reguleres de biokemiske 
pathways. Calpain’erne har 
ligeledes en vigtig rolle i 
aktiveringen af glukosetransportøren GLUT4 [Mehendale & Limaye, 2005; Paul et al., 
2003]. Calpain består af fire domæner, hvilket illustreres på Figur 6 [Ma et al., 2001].  
Calpain’er er hovedsageligt lokaliseret i cellers cytosol i en inaktiv form som 
heterodimere* af en stor subunit indeholdende et aktivt site og et mindre regulatorisk subunit 
[Banik et al., 1992; Sorimachi et al., 1997; Goll et al., 2003]. Det store subunit består af 4 
domæner (I–IV), og det katalytiske center for cystein-protease er lokaliseret i domæne II. 
Domæne I er N-terminal domænet, som bearbejdes, når enzymet er aktiveret. Domæne III er 
et linker domæne, og C-terminal domænet IV binder calcium og ligner det calciumbindende 
protein, calmodulin. Calpain-10 er atypisk, idet det mangler det calmodulin-lignende 
domæne IV og i stedet har et afvigende C-terminal domæne kaldet T domæne [Suzuki et al., 
2004]. Se Figur 6. 
Adskillige cellulære omstændigheder kan stimulere calpain-aktiviteten. En stigning i 
koncentrationen af frit calcium i cellers cytosol, transport af calpain til membraner, spaltning 
af calpain subunits, en lav koncentrationen af calpastation* samt en interaktion med 
fosfolipider, der aktiverer calpain’er, er alle mekanismer, der er involverede i stimuleringen 
af calpain [Sorimachi et al., 1997; Goll et al., 2003; Liu et al., 2004]. Derudover stimuleres 
calpain-10 af en høj glukosekoncentration og dermed også insulin [Huang & Wang, 2001].   
Polymorfier i CAPN10 er forbundet med et nedsat mRNA udtryk i myocytter og en 
aftagende hastighed af insulin-medieret glukoseoptagelse. Disse ændringer er associeret med 
en øget risiko for udviklingen af type II diabetes [Huang & Wang, 2001]. Calpain-10 er 
blandt andet fundet i bugspytkirtlens β-celler, men dets link med diabetes er komplekst; 
Figur 6 viser en oversigt over domænerne hos de forskellige calpain’er. 
Man kan se hos Calpain-10, at dens IV domæne er udskiftet med en 
lignede III domæne. II domæne er protease-domænet. [Genome Biology]  
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diabetes-følsomheden skyldes ikke en enkelt polymorfi, men adskillige polymorfier i 
DNA’et, hvor disse interagerer og enten øger, nedsætter eller ingen indflydelse har på 
risikoen for at udvikle diabetes. Både kodende og ikke-kodende polymorfier i CAPN10 er 
funktionelt tilknyttet udviklingen af Type II diabetes [Harris et al., 2006]. Idet introns ikke 
transskriberes, forårsager de ikke en direkte ændring af aminosyrerne. I stedet menes det, at 
polymorfier i CAPN10 introns muligvis påvirker den transskriptionelle regulering af calpain-
10 og dermed øger risikoen for diabetes [Horikawa et al., 2000].   
Genetiske variationer i CAPN10 er associeret med forhøjet antal frie fedtsyrer og 
insulinresistens. Et in vivo forsøg med mennesker har påvist, at calpain-10 mRNA 
opreguleres af insulin, mens forsøgspersonerne fik lipid-infusioner i 24 timer [Carlsson et 
al., 2005].   
Polymorfi i intron 3 (SNP-43) af CAPN10, hvor adenin er udskiftet med guanin, hvorved 
genotypen bliver G/G, påvirker udtrykket af mRNA og resulterer i et lavere calpain mRNA 
niveau. SNP-43 er også fundet i intron 6 (SNP-19) og intron 13 (SNP-53). Sammen 
interagerer disse tre SNP’er og påvirker risikoen for udviklingen af diabetes [Suzuki et al., 
2004].  
Calpain-10 er involveret i mange biologiske pathways, men de specifikke molekylære 
mekanismer er ukendte.. Fordi CAPN10 mRNA er udtrykt i bugspytkirtlen, muskler og 
lever, påvirker polymorfier i genet muligvis både insulinudskillelse i β-celler, insulinaktivitet 
og produktion af glukose i leveren [Suzuki et al., 2004; Mehendale & Limaye, 2005]. 
 
4.4 HNF-4α regulerer muligvis CAPN10 transskription 
Et studie udført på Københavns Universitet har vist, at der på CAPN10 findes stærke 
bindingssites for HNF-4α i 3’ enden af genet. HNF-4α virker muligvis som en 
transskriptionsfaktor for CAPN10, fordi det sidder nedstrøms promoteren.  Da det ikke 
tidligere er blevet beskrevet, at HNF-4α regulerer CAPN10 transskriptionelt, undersøges der 
i projektet, om en sådan sammenhæng findes. Idet calpain-10 regulerer transporten af 
glukosetransporteren GLUT4, kan en defekt i HNF-4α resultere i en lav calpain-10 
produktion, hvilket kan medføre en høj blodsukkerkoncentration [Mehendale & Limaye, 
2005].  
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5. Teori bag forsøget 
I det følgende gennemgås de forskellige trin i forsøgene for kloningen og luciferase assayet.  
 
5.1 Annealing og fosforylering   
Oligonukleotider 1+2 (BS1) og 3+4 (BS2) anneales ved at tilsætte en annealingsbuffer, 
hvorefter de opvarmes og nedkøles. Efterfølgende fosforyleres de annealede 
oligonukleotider ved at tilsætte en polynukleotidkinase (T4 PNK) med den tilhørende 
polynukleotidkinasebuffer samt ATP. Reaktionen forløber under inkubering ved henholdsvis 
37 oC og 70 oC. 
Fosforyleringen er nødvendig for ligering af bindingssites i plasmid. Dette skyldes, at 
bindingen mellem baserne i DNA’et sker gennem fosfatgruppen på 5’ enden [Nelson & Cox, 
2008]. 
 
5.2 Amplificering af DNA udføres ved hjælp af Polymerase Chain Reaction (PCR)  
PCR (Polymerase Chain Reaction) er en amplificeringsteknik, hvilket muliggør 
fremstillingen af mange kopier af et gen fra en template. Sekvensen med BS1+2 benyttes 
som template, denneses på Figur 7. 
5’ GATCCGTGGGAAGGGACAAAGGGTGGCCCTGGC 
AGATCCGGACGGGCAGGACTGGGTGTGTCCCATGAGAGCACCTCCTTCCTGGCC 
TTTCCTGTGGACTTTGTCCCACACCACAAGCTTG 3’  
Figur 7 viser sekvensen med BS1+2 
 
Et PCR-mix bestående af buffer, dNTP, primere (forward og reverse) Taq polymerase, 
template og vand forberedes, for atPCR kan foregå. Ved 95 oC denaturerer DNA, hvor de to 
primere binder til DNA-strengene, mens temperaturen falder. Herefter elongeres primerne 
ved hjælp af Taq polymerase og dNTP. Efterfølgende gentages reaktionen, indtil der er en 
tilstrækkelig mængde DNA. Reaktionen kan forløbe, indtil enzymet mister sin aktivitet, eller 
når nukleotiderne er opbrugt.  
Til PCR-reaktionen anvendes en ThermoCycler, der kan varme op og køle ned. 
Proceduren kan inddeles i tre faser, som foregår i løbet af seks trin: 
Denaturering:  De to komplementære DNA strenge adskilles ved 95 °C.   
Annealing:  De to primere (forward og reverse) bindes til template.  
 Elongering:  DNA-syntese
PCR består af 6 trin: 
1. 95 °C 3 min 
2. 95 °C 20 sek 
3. 57,1 - 63°C 20 sek 
4. 72 °C 30 sek 
5. 72 °C 2 min 
6. 4 °C  pause 
 
I forsøget gentages de tre trin i PCR
opformere sekvensen med BS1+2.
Efterfølgende oprenses PCR
HindIII. En del af PCR-produktet sættes på gel for at 
ind.  
 
5.3 Kloning  
Selve kloningsprocessen kan opdeles i nogle generelle trin, som gør sig gældende for alle 
kloningsprocedurer. Herunder indgår ligering af restriktions
selektion af kolonier [Nelson & Cox, 2008]. 
 
5.3.1 Ligering af restriktionsfragmenter 
Ved ligering bindes insert med
baseparring sammen med 
som er et enzym, der katalyserer bindingen af restriktionsfragmenterne
2008]. Ligeringen er illustreret
Til hver ligering laves først en o
milli-Q vand. For at ligeringen skal finde sted tilsættes T4 DNA ligase og buffer 1. Herefter 
indkuberes opløsningerne ved 37 °C, hvor ligeringen forløber. 
Figur 8 viser DNA-fragmentet og plasmidvektoren, der er skåret samt det ligerede rekombinante plasmid. 
[Molecular Cell Biology 1]  
 finder sted. 
-reaktionen adskillige gange, hvorved 
  
-produktet for primere, hvorefter produktet skæres med 
undersøge, om bindingssitet er ligeret 
fragmenter, transformering og 
 
 
 plasmid via kovalente bindinger, som opstår ved naturlig 
overhangs. Ved ligering er det nødvendigt at benytte DNA
 på Figur 8. 
pløsning indeholdende plasmid, bindingssite, buffer2 og 
 
Gentages 
29 gange 
15 
det er muligt at 
-ligase, 
 [Nelson & Cox, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 5.3.2 Transformation    
 Ved transformation introduceres 
rekombinant plasmid i Escherichia coli 
coli), se Figur 9. Vi benytter kemisk 
transformation. Først dyrkes 
hvorefter de høstes og behandles med 
divalente kationer såsom CaCl
gøres for at få kompetente celler. Ved selve 
transformationen tilsættes DNA til 
opløsning med E.coli. Derefter holdes de på is og 
udsættes for varmechok. Dette stresser cellerne og 
øger deres evne til at optage DNA. Inden udpladning
vækstmedie. Under inkuberingen kommer antibiotikaresistens
Efterfølgende vil der både være 
optaget plasmidet. Bakterierne har nemmere ved at optage supercoiled plasmid end 
relaxed plasmid, hvorfor en succesfuld ligering har en afgørende rolle
optaget plasmidet kaldes transformerede celler
selekteres fra til videre behandling
Udpladning af E. coli
pr. plade foregår. Pladerne med 20 
to typer af kontroller; den ene er en positiv kontrol, hvor en agarplade udplades med celler 
indeholdende rent plasmid. 
forventes mange kolonier på denne plade. Den anden kontrol er en negativ kontrol, hvor en 
agarplade udplades med celler indeholdende 
Denne skalkontrollere skæringen af plasmid, da skæringen aldrig er 100 %. Hvis plasmi
er skåret korrekt, vil der kun ses ganske få kolonier, da ampicillinresistens
kommer til udtryk, når plasmid
°C i varmeskab. Efterfølgende
kolonier foretages til senere behandling, herunder minip
 
(E. 
E. coli, 
2. Dette 
, inkuberes opløsningen med
-genet til udtryk [
E. coli, der har optaget plasmidet og nogle, der ikke har 
. 
, og det er iblandt disse, at
 [UMBC].  
 bakterier med plasmid indeholdende henholdsvis 20 
µl tilsættes yderligere 180 µl LB medie. Derudover laves 
Denne skal kontrollere antallet af optagne plasmider
skåret plasmid uden det indsatte 
et er skåret. Alle agarpladerne inkuberes natten over ved 37 
 optælles antallet af kolonier, og selektionen af passende 
ræps, skæring 
Figur 9 viser det rekombinante plasmid, som 
transformeres ind i værtsc
Cell Biology 2] 
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UMBC]. 
vores 
De bakterier, som har 
enkelte celler 
µl og 200 µl 
i E. coli. Der 
bindingssite. 
det 
-genet ikke 
og midipræps. 
ellen. [Molecular 
 5.4 Oprensning af DNA 
Minipræp benyttes til oprensning af op til 20 µg 
opformerede bakteriekulturer. Proceduren 
Princippet i minipræp går ud på at høste bakterieceller ved 
centrifugering, hvorefter bakterierne
lyseringsprocedure, hvilket medfører, at 
frigives. Herefter neutraliseres lysaten og justeres til et højt
bindingsforhold. Den høje saltkoncentration får denaturerede 
proteiner, kromosomalt DNA, cell
bundfælde, mens DNA renaturerer korrekt og forbliver i opløsningen
[QIAprep Miniprep Handbook, 
Herefter adsorberes* DNA 
vaskebuffer, hvorefter det bundne DNA elueres efterfølgende i T
EDTA buffer. DNA er således oprenset 
Handbook, 2002].  
 
5.5 Skæring med enzym og gelelektroforese 
Herefter skæres de oprensede plasmider med de
enzymer, NheI, KpnI og Hind
plasmiderne, se side 8 og 9
korrekt ligeret ind. Uskåret plasmid uden insert bruges som kontrol
vellykket.    
Ved gelelektroforese forventes der at opnås 2 bånd 
for hvert plasmid, da restriktionsenzyme
insertet og i multiple cloning 
Nedenfor ses Tabel 2
forventede DNA-fragmenter opnået ved gelelektroforese. 
Kloner med korrekt insert vælg
i større mængde oprenses ved hjælp af en teknik kaldet 
midipræp. 
 
ved hjælp af minipræp  
plasmid/ml 
er illustreret på Figur 10.  
 udsættes for en basisk SDS 
plasmid fra bakterierne 
-salt 
ulær debris og SDS til at 
 
2002].  
i filteret. Kontaminanter* fjernes med 
ris-
[QIAprep Miniprep 
 
res respektive 
III, for at være sikker på, at bindingssites er
. Herefter køres de på gel for at undersøge, om bindingssites er 
 for, om
r klipper i 
regioni plasmidet.  
, der viser størrelserne af de 
 
es, hvorefter plasmid 
Plasmid  
Plasmid uden insert
Plasmid med BS1
 
Plasmid med BS2
 
Plasmid med BS1+2
 
Tabel 2 viser de forventede størrelser 
af DNA-fragmenterne opnået ved 
gelelektroforese.
Figu
teknikken. [QIAprep Miniprep 
Handbook]
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 indsat i 
 skæringen er 
Antal bp 
 4277 
 2080 
2237 
 2066 
2250 
 2110 
2288 
 
r 10 viser minipræp 
 
 5.6 Oprensning af DNA 
Ved hjælp af midipræp oprenses 
er baseret på en basisk lyseringsprocedure, hvorefter det d
bundfald fjernes ved hjælp af et QIAfilter Cartridge, der renser 
lysaten. Plasmid fra den filtrerede lysat er herefter oprenset ved 
hjælp af en HiSpeed Tip [QIAGEN 
handbook, 2001].  
RNA, proteiner, farvestoffer og kontam
molekylevægt fjernes ved hjælp af vaskebuffere. 
med en buffer, hvorefter plasmid
isopropanolfældning. Bundfældet DNA fanges i modulet, mens 
isopropanolblandingen strømmer igennem. Herefter elu
fra modulet til et mikrocentrifugerør med TE buffer. DNA 
herefter for ethanol [QIAGEN 
handbook, 2001]. Teknikken er illustreret på
 
 
5.7 Transfektion  
5.7.1 Princippet for transfektion
DNA lipopleks* fusionerer med cellemembranen af 
INS-1E, hvorved DNA transporteres 
hvilket er illustreret på Figur 
efterfølgende transporteres til celleker
transskriberes og til cellens cytosol, hvor det 
translateres. Idet et muligt
er indsat i plasmidet, vil det translaterede protein 
virke som en transskriptionsfaktor og dermed øge 
luciferase-aktiviteten i plasmidet. En måling af 
ekspressionen af luciferase kan herefter foretages. 
 
 
 
ved hjælp af midipræp  
op til 200 µg plasmid. Midipræp 
annede 
HiSpeed plasmid purification 
inanter med lav 
Plasmid elueres 
det koncentreres og afsaltes ved 
eres DNA 
fældes 
HiSpeed plasmid purification 
 Figur 11. 
 i INS-1E celler  
ind i cellen, 
12. Plasmid kan 
nen, hvor det 
 bindingssite for HNF-4α 
 
Figur 11 
[HiSpeed plasmid purification 
handbook]
Figur 12 viser liposom
transfektion [Cambridge]
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viser princippet i midipræp. 
 
-medieret 
 
 5.7.2 Transfektionsproceduren
Det oprensede DNA er klar til transfektion i
cellerne i vækstmedie i 24
Herefter transfekteres de fire forskellige plasmider, som er oprense
midipræp.  
Plasmiderne transfekteres 
separat . Prøverne tilsættes det 
respektive plasmid med insert
pGL4.23, renilla luciferaseplasmid 
(pRL) og +/- HNF-4α-plasmid
Figur 13. Selve 
transfektionsproceduren består i at 
fortynde DNA i medium uden serum. 
Lipofectamine 2000, som er en 
transfektionsreagent, der introducerer 
hvorefter opløsningen blandes med det fortyndede 
opløsning tilsættes 24-huls 
CO2 inkubator for optimal pH
aktiviteten af de transfekterede celler måles. 
 
5.8 Måling af luciferase
 Luciferase assayet, måler 
indsatte bindingssite(s) ved at måle aktiviteten af 
luciferase [Nelson & Cox, 2008; Experim
Biology, 2009]. pGL4.23 kode
luciferase, hvilket optimerer muligheden for at 
overvåge transskriptionsaktiviteten i transfekterede 
INS-1E [Promega, 2007]. 
Det antages, at HNF-
transskriptionen af luciferase via de b
der er blevet indsat i plasmiderne
 
 INS-1E. Dagen før transfektion udplades 
-huls brønde.  
, 
, se 
plasmid i INS-1E, fortyndes i medium og inkub
plasmid og inkuberes igen. Den klargjorte 
brønde med INS-1E og inkuberes efterfølgende
-forhold. Cellerne lyseres efter 24 timer, 
 
-aktivitet 
indirekte aktiviteten af de(t) 
ental Cell 
r for firefly (FF) 
 
4α aktiverer 
indingssites, 
, hvorved høje 
Figur 14 viser en illustration af en 
transskriptionsfaktor, der binder til 
bindingssekvenset nedstrøms promoteren og 
aktiverer transskriptionen af 
[Experimental cell biology]
Figur 13 viser de otte forskellige prøver, der transfekteres.
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de ved hjælp af 
eres, 
 ved 37 °C i en 
hvorefter luciferase-
luciferase. 
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luciferase-aktiviteter opnås, se Figur 14. Jo mere aktivt HNF-4α bindes til bindingssitet, 
desto højere er produktionen af oxyluciferin, hvilket medfører en høj luminescence i assayet 
[Experimental Cell Biology, 2009].   
 
5.8.1 Princippet i luciferase-reaktionen  
FF luciferase og renilla luciferase har forskellige enzymstrukturer og substrater, hvilket gør 
det muligt at skelne mellem deres respektive bioluminescens-reaktioner. FF 
luciferaseaktiviteten kan dæmpes kemisk, mens renilla luciferase katalyserer luminescens-
reaktionen, som omdanner coelenterazin til coelenteramid, se Figur 15. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FF luciferase katalyserer en bioluminescens-reaktion, der aftager hurtigt efter, at substrat 
og enzym blandes sammen. Det producerede lys opfanges af et luminometer.  
Selvom samme mængde af kontrol renilla luciferaseplasmid tilsættes, vil aktiviteten af 
dette variere. Derfor registrerer luminometeret også renilla-aktiviteten, som bruges til 
normalisering af den målte luciferase-aktivitet.  
 
 
 
 
  
Figur 15 viser de to reaktioner katalyseret af henholdsvis den rekombinante FF luciferase og 
renilla luciferase. [Promega 2009]                                                                                                                   
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5.8.2 Proceduren 
Et døgn efter transfektion vaskes 
cellerne med 1xPBS, hvorefter dehøstes 
med 1xpassiv lysisbuffer, som lyserer 
dyrkede celler uden at kræve fryse-optø 
cyklusser. Luciferase-aktiviteter (FF og 
renilla) måles efterfølgende i et 
luminometer. Først registreres 
luciferase-aktiviteten, hvorefter 
Stop&Glo reagenten tilsættes, som 
hæmmer reaktionen. Renilla substratet 
tilsættes, hvormed renilla-aktiviteten 
måles [Promega, 2009]. Figur 16 
viser det størrelsesforhold, vi 
forventer at få af luciferase-aktiviteten forde forskellige transfektioner. 
  
Figur 16 viser det forventede størrelsesforhold for luciferase-
aktiviteten ved de forskellige transfekterede celler. 
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6. Resultater 
I resultatafsnittet er indsat gelbilleder for henholdsvis BS1, BS2 og BS1+2, som viser 
resultaterne af vores kloninger. Der er også indsat grafer for luciferase-aktiviteterne fra i alt 
tre målinger. For hver måling er der to grafer, en hvor ratioen mellem FF og renilla 
luciferase er afbildet, og en hvor den gennemsnitlige aktivitet af FF og renilla er illustreret; 
begge som funktioner af varierende koncentrationer af HNF-4α. Alle resultater er udført i 
duplikater eller triplikater. Målinger målt på samme dag for allerede målte tal slås sammen. 
Søjlerne er derfor afbildede på baggrund af to til fire værdier. Alle værdier med en 
standardafvigelse på over 10 er udeladt. Dette skyldes, at de er forbundede med for høje 
usikkerheder.  
 
6.1 Resultater af kloning 
I Figur 17 ses resultatet af vores første kloning for 
BS1 plasmidet. Alle brøndende på figuren 
indeholder plasmid + BS1. Ud fra fragmenternes 
størrelse kan det ses, at 4K er klonet rigtigt. For at 
kunne bestemme, hvorvidt kloningen har virket, 
skal der ses to tydelige fragmenter på 2080 bp og 
2237 bp, hvilket stemmer overens med de 
forventede bånd på ca. 2000-2250 bp. Vi vælger 
derfor at arbejde videre med 4K, som vores klon for BS1.  
 
Ved Figur 18 ses resultatet af kloningen med BS2. 
Billedet af fragmenterne tyder på at gelen er kørt for 
hurtigt, men man kan stadig se to fragmenter ved 
brønd 7 og 8, som begge har de forventede størrelser. 
Vi vælger derfor at arbejde videre med disse. Ved 
luciferase-målingen af disse bindingssites observeres 
meget lave aktiviteter. Derfor udfører vi en 
kontrolskæring for at kontrollere, hvorvidt 
plasmidet har optaget BS2 insertet.         
Figur 17 viser gelbilledet for vores første kloning 
Figur 18 viser gelbilledet for vores kloning af BS2 
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På Figur 19 ses resultatet af kontrolskæringen af BS2 for 
klon 7 og 8. Hvis BS2 var klonet rigtigt, ville et fragment på 
omkring 2066-2250 bp kunne ses på gelen. Da vi 
gentagende gange har fået gelbilleder tilsvarende Figur 19, 
har vi på grund af tidsmangel valgt ikke at gå videre med 
BS2.  
 
Figur 20 viser vores resultater for kloningen af BS1+2. 
Her ses tydeligt adskilte fragmenter i fire 
tilfælde ved klonerne 1, 7, 10 og 18. De 
forventede fragmentstørrelser er på 2110 bp og 
2288 bp, hvilket stemmer fint overens med de 
fire forventede kloner.   
 
Før arbejdet med klonerne forsættes 
kontrolleres de valgte kloner for at sikre, at 
plasmiderne indeholder BS1+2. Derfor skæres 
de med forskellige enzymkombinationer: 
A: HindIII (2288 bp, 2110 bp) 
B: HindIII + PstI (2110 bp, 1303 bp, 985 bp) 
C: HindIII + XbaI (2298 bp, 1733 bp, 367 bp) 
D: BamHI + XhoI (2256 bp, 2027 bp) 
Ud fra Figur 21 kan det ses, at skæringerne for 
klon 1 og 7 passer fint med de forventede 
skårede fragmenter. Vi vælger derfor at 
arbejde videre med klon 1. Gelbilledet for 
kontrolskæringen af klon 10 og 18 kan ses i 
bilag 10.2. 
  
Figur 21 viser kontrolskæringen af BS1+2 
Figur 20 viser resultatet af vores kloning af BS1+2 
Figur 19 viser resultatet af vores 
kontrolskæring for BS2 
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6.2 Resultater for luciferase-målinger 
Transfektion 1 
De opnåede data fra den første transfektion er grafisk afbildede i Figur 22 og Figur 23. Idet 
målingerne for transfektionen med BS2 er lave og ikke stemmer overens med vores 
forventede resultater, er målingerne ikke afbildede på figurerne.  
Målingerne er foretaget to gange, fordi prøverne ved den første måling ikke blev tilsat 
renilla. Derfor mangler målingen med 0 ng HNF-4α i kontrolplasmidet i Figur 22 og Figur 
23. Dette har resulteret i, at en del af prøverne blev brugt op, så de ikke kunne måles for 
anden gang.  
 
  
Figur 22 viser FF- og renilla-aktiviterne for den første transfektion. 
På Figur 22 ses FF- samt renilla-aktiviteterne for målingerne af kontrolplasmidet og BS1. 
For prøverne med BS1 er renilla-aktiviteten næsten identisk, dog er renilla-aktiviteten for 
kontrolplasmidet højere. FF-aktiviteten stiger ved indsættelse af BS1, og samtidig observeres 
en stigning, når HNF-4α er tilsat.   
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Figur 23 viser ratioen for FF og renilla luciferase samt fold-øgningerne for transfektion 1 
På Figur 23 ses, at ratioerne for BS1 (m/u HNF-4α) ikke varierer særlig meget, i forhold til 
at der er tilsat HNF-4α til den ene af målingerne. Det skyldes, at ratioen er afhængig af både 
FF- og renilla-aktiviteten. Der observeres ingen fold-øgning. Ved tilsætning af HNF-4α 
burde fold-øgningen væremarkant, da det tilsatte HNF-4α var tænkt som en 
transskriptionsfaktor for transskriptionen af renilla luciferase. Det ses, at ratioen for 
kontrolplasmidet er meget lav, hvilket skyldes meget høje renilla-målinger. Datasæt ses i 
bilag 10.3.  
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Transfektion 2  
I denne transfektion afprøves effekten af forskellige koncentrationer af HNF-4α på 
luciferase-aktiviteten. Prøverne for pGL4.23 og BS1 med 0 ng og 5 ng af HNF-4α er 
afbildede på baggrund af fire målinger, mens de resterende er baseret på to værdier. 
 
 
Figur 24 viser FF- og renilla-aktiviterne for den anden transfektion. 
 
Generelt observeres høje FF-aktiviteter for kontrolplasmidet. Dog falder FF-aktiviteten ved 
tilsættelse af 40 ng HNF-4α. Dette kan skyldes, at HNF-4α ved høje koncentrationer kan 
haveen hæmmende effekt på transskriptionen af luciferase. Da målingerne med 
kontrolplasmidet er højere end BS1målingerne, giver det anledning til mistanke om et 
eventuelt kryptisk bindingssite for HNF-4α i pGL4.23.  
FF-aktiviteten for prøverne indeholdende BS1 stiger i takt med, at koncentrationer af 
HNF-4α øges, bortset for prøven med 20 ng HNF-4α.  
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Figur 25 viser ratioen for FF og renilla luciferase samt fold-øgningerne for transfektion 2 
 
Da ovenstående figur er baseret på samme resultater som Figur 24, observeres de samme 
tendenser også her. Dog ses der ingenting ved prøven med 20 ng HNF-4α for BS1, hvilket 
skyldes en renilla-aktivitet nær 0. Derfor har vi undladt disse data Datasættet for figurerne 
ses i bilag 10.3.  
Den største fold-øgning for BS1 iagttages ved HNF-4α koncentrationen på 40 ng. Her ses 
også, at kontrolplasmidets renilla-aktivitet er højere end værdierne for BS1.  
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Transfektion 3  
Ved denne transfektion ses BS1+2 plasmidet samt kontrolplasmidet. Prøverne for pGL4.23 
og BS1+2 med 0 ng og 5 ng af HNF-4α er afbildede på baggrund af fire målinger, mens de 
resterende er duplikater.  
 
Figur 26 viser FF- og renilla-aktiviterne for den tredje transfektion 
 
Den højeste FF-aktivitet ses for BS1+2 prøven tilsat 40 ng HNF-4α. Dog falder aktiviteten 
fra 5 ng til 20 ng. For kontrolplasmidet gælder det, at aktiviteten stiger i takt med højere 
koncentrationer af HNF-4α. Der ses ikke den store variation i renilla-målingerne.    
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Figur 27 viser ratioen for FF og renilla luciferase samt fold-øgningerne for tredje transfektion  
 
For kontrolplasmidet stiger ratioen mellem FF og renilla luciferase for plasmidet ved 
stigende koncentrationer af HNF-4α, men standardafvigelserne er relativt høje.  Fold-
øgningen stiger en lille smule for kontrolplasmidet, men uden nogen betydning. For BS1+2 
ses en stigning i ratioen ved målingerne tilsat 5 ng og 20 ng HNF-4α, dog falder denne en 
smule ved 40 ng HNF-4α. Fold øgningerne er næsten identiske for BS1+2. Den generelle 
tendens i graferne er at renilla falder, men FF stiger.  
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7. Diskussion og konklusion 
I det følgende diskuteres kloninger og transfektionerne for de respektive bindingssites. Idet 
der tages højde for fejlkilder under forsøget, konkluderes der i slutningen af afsnittet på de 
opnåede resultater. 
 
Kloning for BS1 og BS2 
De opnåede bånd fra kontrolskæringen af BS1 viser, at det pågældende bindingssite er 
klonet ind i plasmidet, hvorfor der forventes høj aktivitet i luciferase-målingerne for dette. 
Da båndende, der er fremkommet ved gelelektroferesen for BS2, er utydelige kan vi ikke 
være sikre på, at BS2 er ligeret ind i plasmidet, eller at plasmidet er blevet skåret korrekt. På 
baggrund af dette kan vi ud fra kloningen ikke sige noget om, hvor effektiv den har været. 
Dog passer de udtværede bånd nogenlunde med de forventede længder, hvilket tyder på, at 
ligeringen og skæring muligvis har virket, og udtværingen skyldes, at gelen har kørt ved for 
høj hastighed, da den er kørt ved 140 V. Ved for høj hastighed fås en dårligere adskillelse af 
båndende. På baggrund af dette forventes luciferase-aktiviteten at ligge i samme skala som 
aktiviteten for BS1.  På baggrund af de fremstillede kloner forventes det også, at aktiviteten 
for BS1 er højere end BS2, da førstnævnte har højere bindingsaffinitet med 
konsensussekvensen. Sekventeringen af BS1 indeholder det fulde antal baser for dette 
bindingssite, hvilket ikke er tilfældet for BS1+2.  
 
Transfektion 1 
Restriktionsenzymerne BamHI og SalI fungerer ikke optimalt, når de skal skære ved enderne 
af en DNA-sekvens . Dette kan muligvis have betydet, at plasmidet ikke er skåret korrekt og 
har selvligeret. Desuden er BS2 muligvis ikke blevet ligeret i plasmidet, hvorfor resultaterne 
for disse prøver ikke svarer til forventninger i forhold til luciferase-aktivitet. Dette sås også 
ved skæringerne, da båndende var udtværede.  
Luciferase-aktiviteten for BS1 ved de to forskellige koncentrationer af HNF-4α er i 
overensstemmelse med hypotesen om, at aktiviteten af luciferase stiger i takt med, at 
koncentrationen af HNF-4α øges. Det er imod forventningerne, at luciferase-aktiviteten er så 
høj for vores kontrolplasmid, idet HNF-4α ikke bør have en indflydelse på luciferase-
aktiviteten af kontrolplasmidet, da plasmidet ikke indeholder et bindingssite, hvortil HNF-4α 
kan binde. Udsvinget af aktivitet for kontrolplasmidet skyldes højt sandsynligt det faktum, at 
der er fundet kryptiske bindingssites i det valgte plasmid efter udførelsen af forsøget, se 
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Figur 22 og Figur 23. Det faktum, at luciferase-aktiviteten er lavere for kontrolplasmidet end 
for BS1, passer fint med antagelsen om, at HNF-4α binder til BS1, hvormed en højere 
luciferase-aktivitet ses i forhold til kontrolplasmidet. Rent teoretisk er BS1 estimeret til at 
være et stærkere bindingssite end BS2, da førstnævntes sekvens stemmer bedre overens med 
konsensussekvensen for HNF-4α. På baggrund af dette antages, at BS1+2 vil give højere 
målinger og dermed udgøre det stærkeste bindingssite for HNF-4α. Der ses ingen fold-
øgning mellem BS1 prøverne tilsat henholdsvis 0 og 5 ng HNF-4α. Ved tilsætning af HNF-
4α burde fold-øgningen være større, da det tilsatte HNF-4α burde stimulere transskriptionen 
af luciferase.  
 
Transfektion 2 
Luciferase-aktiviteten for prøverne indeholdende BS1 stiger i takt med, at koncentrationer af 
HNF-4α øges bortset fra prøven med 20 ng HNF-4α. Dette ses også på standardafvigelsen, 
se Figur 23. Årsagen til denne variation kan forklares ved, at den passende volumen af HNF-
4α ikke er tilsat prøven. Dog kan det også skyldes, at højere koncentrationer af HNF-4α 
virker hæmmende. Aktiviteten for 40 ng HNF-4α for BS1 kan skyldes, at HNF-4α både har 
bundet til kryptiske bindingssites og BS1, hvilket har resulteret i et højere udsving i aktivitet. 
Da de andre prøver ved de andre transfektioner imidlertid ikke viser samme tendens, kan 
dette ikke afgøres på baggrund af så få målinger. I anden og tredje transfektion har Optimem 
været forurenet, hvilket kan have påvirket vores resultater. Da vi ikke har tjekket cellerne, 
inden de blev høstet, vides det ikke, hvor stor en del af cellerne har overlevet den forurenede 
Optimem. Denne fejlkilde kan muligvis have resulteret i udslag i aktiviteten såsom 20 ng 
prøven. Det er dog overvejende sandsynligt, at netop denne transfektion ikke har fået tilsat 
renilla. 
 
Kloning for BS1+2 
For dette bindingssite har vi fået fire kloner: 1, 7, 8 og 10. Båndende for klonerne er tydelige 
og har de rette størrelser. Da vi har kontrolskåret med fire forskellige kombinationer af fem 
forskellige enzymer, se laboratorie journal i afsnit 10.2 d. 01.12.09, er vi derfor sikre på at 
BS1+2 er klonet rigtigt ind, hvorfor luciferase-aktiviteten med dette insert forventes at have 
højere aktivitet end den for BS1. Da alle 4 kloner har den rette størrelse, er de alle i 
princippet lige gode at transfektere. Af tidshensyn var vi nødt til at gå videre med 
transfektionen før vi fik resultaterne fra sekventeringen af plasmidet. 
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Transfektion 3 
Luciferase-målingerne for BS1+2 har ikke givet yderligere belæg for antagelsen om højere 
aktivitet end for BS1. Ratioen mellem FF luciferase og renilla luciferase er højere for BS1 
målingerne end for BS1+2 målingerne. Der ses dog ikke nogen tegn på dette på de 
fremstillede kloninger, hvorfor svaret på afvigelsen i disse resultater ikke kan forklares på 
baggrund af gelbillederne. 
Der ses en lille fold øgning fra 5 ng til 20 ng HNF-4α for BS1+2, dog er 
standardafvigelsen højere for 20 ng end for 5 ng og 40 ng, hvorfor fold øgningen ikke er helt 
troværdig. Fra 20 ng til 40 ng er der ingen eller kun en lille fold øgning i og med, at der 
ingen standardafvigelse er på 40 ng. For kontrolplasmidet stiger aktiviteten for plasmidet ved 
højere koncentrationer, men da standardafvigelserne stort set er rimelig høje tyder det på, at 
HNF-4α kan have bundet andre steder på plasmidet end til bindingssitet, hvorfor vi ikke kan 
afgøre transskriptionseffektiviteten for prøverne med BS1+2.  
På baggrund af luciferase-målingerne har vi undersøgt forward og reverse primerne, der 
er blevet brugt til at amplificere bindingssitet. Forward primeren er for kort, idet den kun er 
på 10 bp, hvoraf tre af disse indgår i BS1, og den mindst skal være på 18 bp for at have den 
ønskede amplificerings-aktivitet. Reverse primeren passer kun med 5 bp, og er dermed også 
for kort. Desuden består den resterende del af den bestilte reverse primer af forkerte baser, se 
Figur 28. Derfor skyldes de lave luciferase-målinger højst sandsynligt at BS1+2 ikke er 
blevet amplificeret korrekt, hvilket understøttes af, at insertet bestemt ved sekventering ikke 
indeholder det forventede insert. PCR fragmentet med disse forkerte primere har derfor 
amplificeret et andet fragment end det ønskede. Denne mistanke understøttes yderligere af at 
der i plasmidet er fundet korte sekvenser på ca. 6 bp, der er komplementære til primerne, se 
bilag 10.4. 
 
 
 
 
 
 
Figur 28 viser de dele af BS1+2, de bestilte primere 
stemmer overens med. Baser fra bindingssites er 
understregede. 
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Der er for alle prøver observeret høje udsving i luciferase-aktiviteterne for kontrolplasmidet. 
Det faktum, at der iagttages betydelig luciferase-aktiviteter, giver anledning til mistanke om 
tilstedeværelsen af eventuelle kryptiske bindingssites inkorporeret i selve kontrolplasmidet, 
hvilket har indflydelse på vores målinger af luciferase-aktiviteten. Ved at undersøge 
backbone-sekvensen for pGL4.23 på Gene-Regulation.com, med softwaren Patch 1.0, se 
bilag 10.5 [Gene-Regulation], har vi fundet to mulige loci, hvor COUP-TF1 fungerer som 
lav-affinitets bindingssites for HNF-4α.  
Da cellerne indeholder HNF-4α naturligt, vil en yderligere tilsætning af HNF-4α kunne 
medføre, at en del af det tilsatte HNF-4α bindes til COUP-TF1 i stedet for de(t) indsatte 
bindingssite(s). Dette kan resultere i et overudtryk af luciferase i assayet og dermed give 
misledende resultater i forhold til vores bindingssite(s). 
Ved at undersøge pGL4.23 sekvensen, har vi fundet frem til to sites for COUP-TF1 ved 
643 bp og 2425 bp. Sekvensen ved 643 bp er lokaliseret i luciferase-genet, mens sekvensen 
ved 2425 bp findes nær origin (2374 bp). Idet det ene site er en del af genet kodende for 
luciferase, er det mere sandsynligt, at dette site ikke er funktionelt, mens bindingssitet nær 
origin har den funktionelle rolle med hensyn til transskriptionen af luciferase. Sekvensen for 
COUP-TF1 er næsten identisk med 3’ enden af konsensussekvensen for HNF-4α bortset fra 
et basepar’s forskel, hvorfor det er muligt for HNF-4α at binde til denne sekvens, dog med 
en lavere affinitet end for de indsatte bindingssites.   
 Sekvensen for COUP-TF1 varierer med en base i forhold til konsensussekvensen:   
 
COUP-TF1: 5’ AAGTCA 3’ 
HNF-4α: 5’ GNNCAAAGGTCA 3’ 
 
Den røde markering illustrerer variationen imellem de to sekvenser.  
Der tages derfor forbehold for aktivitetsudsving for kontrolplasmidet i alle transfektionerne. 
 
Ved sekventering ses det, at kun en del af BS1+2 er ligeret ind i plasmidet. Se bilag 10.4. 
Den fulde sekvens for BS1+2 er ikke blevet fundet, men snarere stykker på fem til ti bp. 
Dette understøtter det faktum, at primerne er for korte til at kunne amplificere fragmentet. 
Da de kryptiske bindingssites er på 6 bp, og der er kommet udsving i luciferase-aktiviteten, 
er de fundne DNA sekvenser af BS1+2 dog teoretisk set i stand til aktivt at transskribere 
luciferase.  
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For BS1 er hele sekvensen fundet, se bilag 104. Denne er på 14 bp, og er ligesom BS1+2 
teoretisk set i stand til aktivt at transskribere luciferase. 
Den generelle tendens i graferne er, at FF luciferase-aktiviteten stiger for højere 
koncentrationer af HNF-4α. Dog er der i enkelte grafer uoverensstemmelser med denne 
iagttagelse, som peger mod, at højere koncentrationer af HNF-4α kan virke hæmmende på 
transskriptionen af CAPN10. Dog kan dette ikke afgøres ud fra de sparsomme målinger, der 
er til rådighed. Ved flere målinger med højere koncentrationer af tilsat HNF-4α vil det kunne 
bestemmes, hvorvidt HNF-4α har en hæmmende effekt ved højere koncentrationer, eller om 
disse udsving skyldes fejl i skæring eller ligering. På trods af, at pGL4.23 indeholder 
kryptiske bindingssites for HNF-4α, viser graferne en forhøjet aktivitet for plasmid med 
indsat BS1, hvilket peger mod, at CAPN10 muligvis transskriberes ved binding af HNF-4α 
til BS1. Dog er yderligere forsøg nødvendige for at kunne fastslå dette. Målinger for BS1+2 
er for usikre til at kunne påstå noget ud fra, hvilket gør, at videre forsøg med disse er 
nødvendige for at kunne afdække HNF-4α’s mulige transskriptionelle regulering af 
CAPN10. Usikkerheder og fejlkilder for de observerede resultater kan generelt begrundes 
ved det faktum, at vi er uvante ved udførelsen af de forskellige teknikker brugt gennem 
forsøget. Derfor opstår der variationer og usikkerheder ved de fleste målinger. Også det 
faktum, at primerne ikke har passet med bindingssites, har betydet, at resultaterne for BS1+2 
er ugyldige. 
Da det valgte plasmid har vist sig at indeholde kryptiske bindingssites for HNF-4α, kan vi 
ud fra de opnåede resultater ikke konkludere, hvorvidt HNF-4α regulerer udtrykket af 
CAPN10. Målingerne er ikke brugbare i forhold til bestemmelse af, om HNF-4α virker som 
transskriptionsfaktor for CAPN10, da der ikke kan skelnes kvantitativt mellem, om den 
målte aktivitet skyldes de indsatte bindingssites eller aktivering af de kryptiske bindingssites. 
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8. Alternative forsøgsmetoder 
Dette afsnit er lavet for at belyse andre metoder, hvormed problemstillingen kan besvares. 
Derfor har vi undersøgt andre forskningsgruppers resultater og valg af metoder for at kunne 
sammenligne vores benyttede metode med succesfulde eksperimenter i et forsøg på at 
optimere forsøgsmetoden, hvorved CAPN10’s mekanismer kan afdækkes.  
Vi tager udgangspunkt i fire studier; Boyd et al.[2009], Olsen et al. [2005], Qadri et al. 
[2009], Yamaguchi et al. [2009], og diskuterer på baggrund af dem, den metode, vi mener, 
vil være mest effektiv i forhold til at belyse HNF-4α’s mulige transskriptionelle regulering af 
CAPN10. 
 
Boyd et al. [2009] har for at undersøge HNF-4α’s indflydelse på transskriptionen af 
luciferase, introduceret punktmutationer i bindingssitet for transskriptionsfaktoren. Der 
bliver målt på tre prøver, som alle indeholder bindingssites; i en af prøverne er bindingssitet 
muteret, i de to andre måles der ved tilsat og ikke tilsat HNF-4α. Forsøget er udført med 
Caco-2 celler*, som naturligt indeholder HNF-4α. For bindingssitet uden HNF-4α er der 
højere aktivitet end for det muterede bindingssite, hvilket indikerer, at polymorfier i 
bindingssitet nedsætter bindingsaffiniteten kraftigt. Olsen et al. [2005] har benyttet sig af 
lignende metoder, dog med to muterede og to wild-type bindingssites, og har ligeledes 
fundet frem til, at bindingssites, der er blevet introduceret for punktmutationer, ikke binder 
ligeså godt som de oprindelige bindingssites. Desuden gælder det for alle fire studier, at 
cellerne transfekteres i 48 timer før luciferase måling. 
Introduktion af punktmutationer gør det muligt at bestemme omfanget af interaktion 
mellem et protein-gen kompleks under transskription. I forbindelse med vores forsøg kunne 
denne metode med fordel bruges til at undersøge HNF-4α’s bindingsaffinitet til CAPN10 ved 
at måle på aktiviteten af muterede HNF-4α sekvenser for hver af de tre designede 
bindingssites og sammenholde dem med målinger på de oprindelige. Introduktionen af 
punktmutationer ville også kunne bruges som en metode til at nedsætte aktiviteten af de 
kryptiske bindingssites eksisterende i pGL4.23. Ved at punktmutere de kryptiske 
bindingssites i selve plasmidet vil HNF-4α binde til disse med en lavere affinitet, hvorfor der 
er større sandsynlighed for, at hovedparten af tilsat HNF-4α vil binde til de indsatte 
bindingssites. Transfektion af cellerne i 48 timer frem for 24 timer ville øge optagelsen af 
plasmidet i cellerne. Selvom der ved længere transfektionen er mulighed for at cellerne dør, 
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indikerer de fire studier en bedre optagelse af plasmid ved længere transfektion frem for 
celledød. 
 
Boyd et al. [2009] har desuden udført eksperimenter med en teknik kaldet RNA interferens, 
hvilket går ud på at hæmme ønskede proteiner. RNA 
interferens foregår inden mRNA translateres til et protein. 
Ved RNA interferens indføres i cellen et dobbeltstrenget 
RNA-molekyle, der er komplementær til mRNA’et for target 
proteinet.  Et enzym kaldet Dicer spalter det 
dobbeltstrengede RNA i mindre stykker kaldet siRNAs. De 
forskellige siRNA-stykker bøjer sig og danner et RNA-
induced silencing complex (RISC). I komplekset opspaltes 
siRNA molekyler til enkeltstrenget RNA. Det 
enkeltstrengede siRNA sætter sig fast på det specifikke 
komplementære mRNA, som herefter nedbrydes, se Figur 29 
[Bernstein et al., 2001; Zamore, 2002]. 
Boyd et al. [2009] har benyttet sig af denne metode, dog 
uden held, da der er forekommet ændringer i cellernes 
interaktioner.Metoden kunne tænkes at benyttes med fordel 
for vores forsøg, da man ved metoden kunne hæmme 
translationen af HNF-4α, der allerede findes i INS-1E. 
Luciferase-målinger af disse celler, hvor det naturligt 
forekommende HNF-4α er nedreguleret, kan således måles 
med og uden tilførsel af HNF-4α, hvorefter værdierne på disse 
kan sammenlignes. Man vil ved hjælp af denne metode kunne 
kvantificere mængden af HNF-4α, der skal tilsættes cellerne for transskribering af CAPN10. 
ChIP (chromatin immunoprecipitation) undersøger interaktionerne mellem proteiner og 
DNA in vivo. Ved at benytte antistoffer, der er rettede mod DNA-bindende proteiner, kan 
protein/DNA-komplekset fældes. Komplekset kan herefter oprenses, hvorefter protein og 
DNA adskilles fra hinanden. Efterfølgende kan man ved hjælp af PCR amplificere DNA. 
Herefter identificeres sekvensen ved hjælp af gelelektroferese eller sekventering [Buck et al., 
2004]. 
Ved hjælp af denne metode har Boyd et al. [2009] identificeret HNF-4α som 
transskriptionsfaktor iCaco-2 celler. Ligesom Qadri et al. [2009], Yamaguchi et al. [2009] 
Figur 29 viser RNA interferens 
metoden [Ambion] 
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og Olsen et al. [2009] har identificeret HNF-4α som transskriptionsfaktor for de respektive 
celle-linier brugt i de tilsvarende forsøg. 
En metode til at udbygge denne metode, så at sige, er EMSA (electrophoretic mobility 
shift assay). For at undersøge, om der i cellekernen findes proteiner, der binder til en DNA-
sekvens, kan EMSA udføres. Dobbeltstrenget DNA mærkes radioaktivt, hvorefter det 
blandes med kerneekstrakter. Blandingen overføres efterfølgende til en poly-acryl-amid-gel. 
Hvis de tilsatte proteiner bindes til DNA, vil komplekset ikke vandre langt i gelen. Herefter 
tilsættes antistoffer, der er specifikt rettet mod det protein, der har dannet kompleks med 
DNA, inden tydelige fragmenter observeres. Dette medfører, at mobiliteten af komplekset 
med protein, DNA og antistof nedsættes, og dette betegnes supershift. 
Denne metode kan ligeledes benyttes ved vores forsøg, da man ved hjælp af ChIP kan 
undersøge, om det fundne bindingssite for HNF-4α i 3’ enden af CAPN10 er aktivt. Da 
HNF-4α er en intracellulær receptor [Odom et al., 2004], vil det være oplagt at bruge EMSA 
for at undersøge, hvilke DNA-sekvenser HNF-4α binder til i cellekernen.En anden 
indgangsvinkel til indledende forsøg med vores problemstilling kunne være at designe et 
kloningsforsøg, hvor der benyttedes andre celle-linier. Det kunne både være en fordel at 
benytte sig af celle-linier, der ikke indeholder HNF-4α såvel som celle-linier, der indeholder 
HNF-4α. Førstnævnte ville være en fordel, idet der i forsøget ikke ville skulle tages højde for 
allerede eksisterende mængder af HNF-4α i cellerne, og derfor ville HNF-4α dosis kunne 
bestemmes mere præcist. Sidstnævnte ville være en fordel, da forsøget dermed ville ligge tæt 
op ad de naturlige omgivelser, hvori HNF-4α menes at transskribere CAPN10. 
 
Da ChIP og EMSA begge er metoder, vi ikke før har benyttet os af, vil dette påvirke 
resultaterne. Dog er de begge metoder, som vil kunne klarlægge HNF-4α ’s evne til at 
transskribere CAPN10. 
Vi synes, at metoden for punktmutationer virker som den mest oplagte i forlængelse af 
vores forsøg, da vi ved denne metode kan være sikre på, at den aktivitet, vi måler, stammer 
fra det tilsatte HNF-4α plasmid. Dette er nødvendigt at vide for at kunne fastslå, hvorvidt 
HNF-4α stimulerer transskriptionen af CAPN10. En anden effektiv metode i kortlægningen 
af HNF-4α’s transskriptionsevner er RNA inteferens. Fordelen ved denne metode er, at 
allerede eksisterende HNF-4α hæmmes, hvorved mængden af tilsat HNF-4α bedre kan 
kvantificeres. Begge metoder er effektive og kvantitative, og celler fra bugspytkirtlen kan 
anvendes, hvilket vil gøre resultaterne mere virkelighedstro. 
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9. Perspektivering 
I takt med at type II diabetes er en oftere forekommende sygdom, er det nødvendigt at 
afdække CAPN10s mekanismer i forhold til glukoseoptagelse i kroppen. Derfor er det vigtigt 
med yderlige forskning indenfor området. Da det i de udførte forsøg er blevet påvist, at 
HNF-4α binder aktivt til bindingssites, ville man kunne viderebygge forsøget ved at udføre 
et eksperiment med et andet reporter plasmid med en anden backbone, hvori der ikke fandtes 
kryptiske bindingssites for HNF-4α. Dette vil indebære, at bindingssites klones ind i 
multicloning region. Dermed ville man kunne måle aktiviteten for tilsat HNF-4α og 
observere, hvorledes transskriptionen af CAPN10 påvirkes ved forskellige koncentrationer af 
HNF-4α, og hvor godt bindingssites virker.  
Mængden af HNF-4α, der er nødvendig for at starte transskriptionen af CAPN10, er 
blevet undersøgt i rapporten ved at variere i koncentrationerne af tilsat HNF-4α i 
transfektionen. Ved en for høj koncentration af HNF-4α synes calpain-10 at blive hæmmet, 
men da det benyttede plasmid har indeholdt kryptiske bindingssites, er det vigtigt at få 
undersøgt den rette mængde af HNF-4α, der skal benyttes til en behandling i forsøg med et 
andet plasmid. Dette kunne blandt andet undersøges ved at hæmme HNF-4α eksisterende i 
celler, der er brugt til transfektionen, ved hjælp af RNA interferens. Desuden vil nogle af de 
diskuterede assays med fordel kunne bruges i fremtidige studier omkring HNF-4α’s 
transskriptionelle regulation af CAPN10. 
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11. Appendiks  
11.1 – Ordliste 
β-lactamase: Et bakterielt enzym, der katalyserer hydrolysen af lactam ringen i nogle 
penicillin antibiotika, hvilket gør dem ineffektive. 
Calpastation: Hæmmende protein af calpain 
Caco-2 celler: Humane epithelceller, som findes i tarmene.   
 Cystein-proteaser: Er et enzym, der har til opgave at nedbryde polypeptider 
 
DNA adsorption: Adsorption er en proces, hvor molekyler af et stof samles på overfladen 
af et andet stof uden at trænge ind i stoffet. 
Endonuklease type II: Er et enzym, der skærer DNA bestående af 4-8 bp og kræver Mg2+ 
for katalyse 
 
Enterohepatisk kredsløb: Cirkulation af stoffer mellem lever og tarm. Fordøjelsen og 
optagelsen af fedtstoffer i tarmen afhænger kritisk af tilstedeværelsen af galdesalte, som 
dannes i leveren og udtømmes til tarmen med galden. 
 
Heterodimer: Et molekyle bestående af to forskellige subunits 
 
Homodimer: Er et protein, der er opbygget af to identiske subunits. 
 
Kontaminering: Forurening af fremmedstoffer 
 
Lipopleks: Kompleks med liposomer og plasmid DNA betegnes lipopleks. 
 
Minimal promoter: En minimal promoter vektor indeholder en TATA-boks opstrøms 
luciferase reportergenet. Den minimale TATA promoter har en lav basal aktivitet, hvorfor 
lave responsaktiviteter kan måles.  
 
 
Pro-enzym: En inaktiv form af et enzym 
 
Transskriptom: Er et sæt af alle mRNA-molekyler produceret i en celle eller en 
cellepopulation. 
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11.2 – Laboratoriejournal 
I laboratoriejournalen beskrives alle de udførte forsøg. Journalen er kronologisk opbygget efter datoer samt en 
note til de udførte trin den pågældende dag.  
Den udførte PCR-reaktion for BS1+2 og efterfølgende videre forsøg er at finde senere i laboratoriejournalen 
(23.11.09), da overlap extension reaktionen for dette bindingssite mislykkedes..   
 
12.10.09 – Fremstilling af LB medie, LB agar og agarplader 
Fremstilling af LB medie 
Først afvejes 2 x 10,32 g LB brothe ezmixtm og 10,32 g tilsættes i hver sin 1000 mL flaske. Herefter opmåles 2 
x 500 mL milli-Q vand og tilsættes hver sin flaske. Flaskerne rystes og propperne løsnes, hvorefter mediet 
autoklaveres. 
 
Fremstilling af LB agar  
Først tilsættes 2 x 10 LB agar tabletter i hver sin 1000 mL flaske. Herefter opmåles 2 x 500 mL milli-Q vand 
og tilsætteshver sin flaske. Flaskerne rystes og propperne løsnes, hvorefter agar autoklaveres.   
 
Fremstilling af agarplader 
Efter endt autoklavering stilles de to LB medieflasker i kølerummet. Før fremstillingen af agarpladerne, 
tilsættes 1 ml 50 mg/mL amp til den ene af flaskerne. Til agarpladerne tilsættes ca. 20 – 25 mL LB agar hver 
plade. Efter pladerne er tørre, stilles disse også i kølerummet.  
 
14.10.09 – Annealing af BS1 og BS2  
Annealing 
Først opløses oligonukleotiderne i milli-Q vand, hvorefter en koncentration 
på 100 µM opnås, se Tabel 3. Hver gang, der tilsættes milli-Q vand, 
pipetteres der op og ned, samt vortexes og centrifugeres.  
To 1,5 ml E-rør navngives, og 46 µl annealingsbuffer tilsættes hvert rør.  2 
µl af oligonukleotid 1 og 2 tilsættes det første E-rør, og der pipetteres op og 
ned samt vortexes. Det samme udføres for oligonukleotid 3 og 4, som 
tilsættes i det andet E-rør. Herefter sættes begge rør på en flyder og 
opvarmes i et bægerglas med kogende demineraliseret vand i 5 min og 
køles herefter langsom ned til stuetemperatur. Oligonukleotid 1+2 
betegnes BS1 og oligonukleotid 3+4 betegnes BS2.  
20.10.09 –Fosforylering af BS1 og BS2, gelstøbning og  skæring af plasmid  
Fosforylering  
Som det første tændes varmeblokken og opvarmes til 70 °C. Det er kun BS1 og BS2, der fosforyleres. 
Efterfølgende laves følgende opløsning: 
1) 5 µl Milli-Q vand 
2) 1 µl 10x Polynukleotid kinase (PNK) buffer 
3) 1 µl ATP (1 mM) 
4) 2 µl DNA  
5) 1 µl T4 Polynukleotid kinase (PNK)  
 
Inden ATP tilsættes, fortyndes det i forholdet 1:10, altså 9 µl milli-Q vand og 1 µl 10 mM ATP. Herefter 
inkuberes opløsningen i 37 °C varmeskab, i 30 min og til sidst inkuberes der igen yderligere 10 min på 
varmeblok ved 70 °C.  
 
Gelstøbning 
Der støbes en gel, hvori de annealede og fosforylerede BS1 og BS2 køres. Dette gøres for at kontrollere, om 
bindingssites er annealede og fosforylerede korrekt.  
Der afvejes 1,5 g agarosepulver i en 500 ml kolbe. Der tilsættes 150 ml TBE buffer (Tris Bovat EDTA) til 
kolben for derefter at opvarme opløsningen i en mikrobølgeovn. 5 µl ethidiumbromid tilsætteskolben, og 
blandingen mixes. Efterfølgende overføres blandingen til en form, hvori en kam sættes i. Kammene udgør 
brøndene. Efter gelen er størknet, fjernes kammene forsigtigt, og gelen sættes ned i en form med TBE buffer. 
Det er vigtigt, at gelen er dækket med TBE buffer.   
Opløsning af oligonukleotider 
Oligonukleotid 1 399 µl  
Oligonukleotid 2 561 µl  
Oligonukleotid 3 770 µl  
Oligonukleotid 4 484 µl  
Oligonukleotid 5 153 µl  
Oligonukleotid 6 173 µl  
Tabel 3 viser mængden af milli-Q 
vand, som skal bruges til at opløse 
de forskellige oligonukleotider.  
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Skæring af plasmid  
Koncentrationen af plasmidet er 576 ng/µl, hvilket svarer til 0,58 µg/µl. 
Der ønskes at udtage 1 µg DNA svarende til 1,7 µl plasmid: 1 µg / 0,58 
µg/µl = 1,7 µl plasmid.  
Det vides om restriktionsenzymer at 1 unit skærer 1 µg DNA. 
Der skal skæres 1 µg plasmid og der er behøv for en 1 unit skæring. 
BamHI skærer 20 unit/µl, derfor skal der udtages 0,2 µl BamHI. Da 0,2 µl 
er en meget lille mængde og dermed usikkert at udtage, rundes volumenet 
op til 0,5 eller 1 µl i dette tilfælde. 
Tabel 4 viser ingredienserne, som blandes i nævnte rækkefølge i to 1,5 ml 
E-rør, og inkuberes i varmeskab ved 37 oC i en time. 
Efter inkubering i en time loades prøverne på gelerne. Det skårede plasmid 
loades på gelen: 0,5 µl 1 kb DNA ladder som markør i brønd 1, 5 µl 100 bp 
DNA ladder i brønd 2, og i brønd 3 og 4 loades plasmidet med 5 µl loadingbuffer, hvor der er 15 µl i hver 
brønd.  Gelen køres i en time ved 85 V. I UV-kammeret skæres de to fragmenter ud, og efterfølgende tages der 
et billede. 
Plasmidet skæres ud af gelen som to fragmenter over i to 2,0 ml E-rør. Røret stilles i køleskabet. 
 
27.10.09 – Oprensning af plasmid, ligering og transformation i E. coli 
Oprensning af plasmid 
Rørene med plasmidet vejes, før 1860 µl bindingsbuffer tilsættes, hvilket svarer til 300 µl bindingsbuffer/100 
mg agarosegel. Efterfølgende vortexes rørene i ca. 30 sek. og sættes ned i en varmeblok ved 56 oC i 10 min, 
indtil agarosen er opløst.  
For hver 100 mg opløst agarosegel med DNA tilsættes 150 µl isopropanol, derfor tilsættes 450 µl 100 % 
isopropanol til henholdsvis de to 2 ml E-rør med plasmidet. Begge rør vortexes i ca. 30 sek. Indholdet af de to 
rør overføres til et HighPure filtre i et opsamlingsrør, hvorefter dette centrifugeres i 30 sek. ved maks hastighed 
(13.400 round per minut, rpm) i stuetemperatur. Efterfølgende tilsættes 500 µl vaskebuffer til hvert filter og 
centrifugeres i et minut ved maks hastighed. Sidste trin gentages med 200 µl vaskebuffer.  
Filtrene indeholder det rene DNA, som isættes to nye 1,5 ml E-rør, hvortil 50 µl elueringsbuffer tilsættes. 
Rørene centrifugeres i et minut ved maks hastighed. Efter centrifugering smides filtrene ud, og rørene med 
oprenset DNA sættes på is. 
De annealede og fosforylerede BS1 og BS2 tages ud af fryseren og spinnes ned ved maks hastighed i få sek., så 
de er klar til ligering. 
 
Ligering af plasmid med BS1 og BS2 
Til ligering bruges Rapid DNA Ligation Kit fra ROCHE. 
Der laves 4 forskellige ligeringer med forskellig indhold af DNA og buffer samt kontroller. Slutvolumen burde 
være 10 µl, dog er den lidt højere ved nogle af ligeringerne, da der er tilsat 0,7 µl plasmid frem for 0,5 µl. 
Ligeringerne og deres indhold ses i Tabel 5 uden T4 DNA ligase. De nævnte ingredienser tilsættes i den 
opskrevne rækkefølge, bortset fra vand, som tilsættes først.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabel 5 viser, hvad de forskellige ligeringer indholder 
 Plasmid [µl] 
Milli-Q vand 23 
10x Buffer 3 3 
100x BSA buffer 0,3 
Plasmid 1,7 
BamHI 1 
SalI 1 
Total 30 µl 
Tabel 4 viser indholdet og 
mængderne af disse til skæringen.  
Ligeringsmix 1 [µl]  Ligeringsmix 2 [µl] 
5xBuffer 2 2  5xBuffer 2 2  
Plasmid 0,7 Plasmid 0,5  
Oligonukleotid 1+2 2  Oligonukleotid 3+4 2  
Milli-Q vand 6,5  Milli-Q vand 6,5  
Total 11,2  Total 11  
 
Ligeringsmix 3 [µl]  Ligeringsmix 4 [µl] 
5xBuffer 2 2  Plasmid 0,7  
Plasmid 0,7  Milli-Q vand 9,3 
Milli-Q vand 7,5  Total 10 
Total 10,2  
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Ligeringsmix 4 betegnes også den negative kontrol. Plasmidet har en koncentration på 500 ng/µl, og der skal 
bruges 50 pg (picogram) plasmid i 5 µl opløsning. Derfor laves en fortynding, og fortyndingsfaktoren 
udregnes: 
50 pg i 5 µl svarer til (50 · 10-3 ng)/5 µl = 10-2 ng/µl.  
(500 ng/µl)/(10-2 ng/µl) = 50.000. Det vil sige, at fortyndingsfaktoren er 50.000. Fortyndingen af plasmidet 
udføres nemmest ved først at lave en 50x fortynding og derefter en 1000x fortynding, der tilsammen giver 
50.000x.   
Der udtages 1 µl fra røret med plasmid med 500 ng/µl og blandes over i 49 µl milli-Q vand. Slutvolumen på 
denne er 50 µl og dermed en 50 gange fortynding. Fra de 50 µl udtages 1 µl og denne blandes med 1000 µl 
milli-Q vand. Denne sidste fortynding svarer til 1000 gang fortynding.  
Til hver ligering tilsættes de ca. 10 µl ligeringsmix sammen med 1 µl T4 DNA ligase og for alle ligeringer 10 µl 
Buffer 1. Buffer 1 vortexes inden brug. Slutvolumen på ligeringen svarer til ca. 21 µl. Ved blanding af T4 DNA 
ligase og buffer 1 med ligeringsmix pipetteres blandingerne op og ned. Dernæst stilles ligeringerne til 
inkubering i 5 min ved stuetemperatur, og efterfølgende er prøverne klar til transformation.  
 
Transformation i E. coli celler 
Til transformation af de fire ligeringer bruges fire Falconrør (F-rør), hvori 100 µl E. coli (DH5α-type E.coli 
stamme) tilsættes hver F-rør. E.coli stammen er taget ud af fryseren, hvor den har været opbevaret i -80 oC 
siden januar 2006. Under hele transformationen holdes F-rørene på is, da der arbejdes med levende celler.  
Fra hver ligeringsmix udtages 5 µl og pippetteres op og ned 10x med E.coli celler i hvert F-rør. 
Transformationen inkuberes i 30 min på is, hvorefter cellerne udsættes for varmeshok i et vandbad (42 oC) i 
præcis 45 sek. Efter varmeshokket stilles F-rørene på is igen i to min. 1 ml LB medie uden amp tilsættes hvert 
F-rør, hvorefter rørene rystes i en rysteinkubator i en time ved 37 oC.  
Efter en time i rysteinkubator er cellerne klar til udpladning. Hver transformation udplades to gange. Den første 
udpladning indeholder 20 µl transformerede celler og 180 µl LB medie, mens den anden udpladning indeholder 
kun 200 µl transformerede celler.  Pladerne inkuberes i et 37 oC varmeskab natten over. 
 
28.10.09 – Tjek af transformation, podning til minipræps og ny skæring af plasmid 
Tjek af transformering 
Antal opformerede kolonier efter inkubering optælles, se Tabel 6.  
Pladerne 1, 2 og 3 indeholder henholdsvis BS1 og BS2 ligeret med 
plasmidet. Pladen med BS2 viser få kolonier. 
Kontrollen uden insert med 20 µl er den negative kontrol, hvor det 
forventede resultat burde være færre bakteriekolonier end de øvrige plader, 
hvilket ikke er tilfældet. Den negative kontrol kan derfor ikke bruges som 
kontrol for vores transformation. 
På pladen med rent plasmid burde der være 10 gange flere bakteriekolonier 
på pladen med 200 µl end pladen med 20 µl, hvilket ikke er tilfældet.  
 
Podning til minipræps 
Der udvælges fire kolonier fra hver plade med henholdsvis BS1og BS2. Før selve podningen klargøres 8 F-rør, 
hvor der tilsættes 5 ml LB medie til hvert rør. Hvert rør er markeret med et nr. fra 1 – 8. Der udtages 4 kolonier 
fra plade 1 med 20 µl og 4 kolonier fra plade 2 med 200 µl. For hver koloni skiftes podepinden. Podepindene 
placeres i rørene afhængig af nr. Hver koloni udplades på en ny agarplade, som har samme nr. som rørene. 
Efter tørring sættes pladerne i varmeskab ved 37 °C natten over.  
Podepindene sættes herefter ned i hver deres rør afhængig af nr. markering. Efter endt podning sættes rørene i 
rysteinkubator ved 37 oC natten over og er klar til minipræps dagen efter.    
 
Ny skæring af plasmid 
For at være sikre på, at skæring af plasmidet er foregået, laver vi en kontrolskæring. Følgende ingredienser 
tilsættes i nævnte rækkefølge i skæringsreaktionen: 
1) 23 µl Milli-Q vand 
2) 3 µl 10x Buffer 3 
3) 0,5 µl 100x BSA 
4) 1,7 µl plasmid (Koncentrationen: 0,58 µg/µl) 
5) 1 µl BamHI 
6) 1 µl SalI 
 20 µl 200 µl 
BS1 8 144 
BS2 0 20 
Negativ kontrol 41 480 
Rent plasmid 73 51 
Tabel 6 viser tælletallene. 
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Herefter sættes opløsningen i varmeskab ved 37 °C i 2 timer. Tiden er forlænget i forhold til første skæring, 
dette gøres for at sikre en bedst mulig skæring af plasmid.  
 
29.10.09 – Minipræps af BS1 og BS2, koncentrationsmåling, skæring og gelstøbning 
Klargøring af E. coli bakterier til minipræps 
Før minipræps af BS1 og BS2 kan begynde, separeres bakterierne fra rørene, der har stået i rysteinkubator 
natten over. Dette sker ved at fjerne mediet, vortexe rørene, hvorefter 2 ml fra F-rørene overføres til deres 
respektive E-rør. De 8 E-rør navngives fra 1-8.  
 
Minipræps af BS1 og BS2  
Kittet, der bruges til minipræps, er fra Sigma-Aldrich.  
1) Høst og lyser bakterier 
a. E-rørene spinnes ned i 5 min ved maks hastighed, hvorefter supernatanten fjernes.  
b. Der tilsættes 5 ml bakteriekultur til rørene, og de spindes ned igen, hvorefter supernatanten 
fjernes. Dette gøres for at sikre, at der er nok DNA til det videre forløb. 
c. Resuspender cellerne i 200 µl resuspensionsopløsning og pipetter op og ned 
d. Tilsæt 200 µl lysisbuffer og bland forsigtigt. Herefter inkuberes rørene i 5 min ved 
stuetemperatur. 
2) Klargør renset lysat 
a. Efter de 5 min tilsættes 350 µl neutraliseringsbuffer. De blandes forsigtigt ved at vende rørene ca. 
10 gange. Herefter centrifugeres de i 10 min ved maks hastighed. 
3) Klargør bindingssøjle 
a. Imens rørene centrifugeres, klargøres bindingssøjler ved at tilsætte 500 µl columnpreparation 
opløsning til bindingssøjlen i et opsamlingsrør. Flow-through hældes ud. Der klargøres også 8 af 
disse, en for hvert F-rør.  
4) Bind plasmid DNA til søjle 
a. Det rensede lysat overføres til bindingssøjlen ved at hælde det over i, herefter centrifugeres 1 min 
ved maks hastighed, og flow-through hældes ud.  
5) Vask for at fjerne kontaminanter 
a. 750 µl vaskebuffer tilsættes søjlen, og rørene centrifugeres igen 1 min ved maks hastighed. Flow-
through smides ud.  
6) Eluering  
a. Søjlen indeholdende DNA overføres til 1,5 mL E-rør og 50 µl elueringsbuffer tilsættes hver 
prøve. Herefter centrifugeres prøverne i 1 min ved maks hastighed. Søjlen kan nu smides ud, og 
DNA’et vil nu befinde sig i E-røret.  
 
Måle koncentration af minipræp med BS1 og BS2 
Først navngives 8 E-rør med nr. 1-8, og de tilsættes alle 98 µl milli-Q vand. Herefter tilsættes 2 µl fra hvert af 
de 8 minipræps-rør. Rør 1-4 indeholder BS1 og rør 5-8 BS2. Absorbansen måles for at bestemme 
koncentrationen af DNA i hver prøve.  Til dette bruges et spektrofotometer, hvor der først nulstilles med milli-
Q vand.  
Efter absorbansen er målt for alle 8 prøver beregnes, hvor mange µl DNA, der skal bruges til hver prøve, for at 
opnå en koncentration af DNA på 0,5 µg i hver prøve. Dette gøres som følgende (eksempel fra prøve 1): 
0,5 = 0,1015 · x ↔ x = 
,
,
 = 4,93 µl 
Da slutvolumen skal være 100 µl, suppleres der op med vand: 
Milli-Q vand = 100 - µl DNA 
Renhed af DNA måles ud fra ratioen mellem OD260 og OD280. Den teoretiske værdi for renheden ligger på 
1,8. Værdier over og under 1,8 indikerer kontaminering af DNA med proteiner og andre substrater. Det ses ud 
fra koncentrationerne at prøverne er til dels rene. Se Tabel 7. Udbyttet af DNA i µg/µl udregnes ved at 
multiplicere volumen med koncentrationen. F.eks. elueres minipræps med 50 µl elutionbuffer, og 
koncentrationen af prøve 1 er 0,1015 µg/µl, derfor er udbyttet 5,075 µg. Det ses fra udbyttet, at mængdenaf 
DNA er næsten ens i alle minipræps, dog dobbelt så højt i klon 8. 
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Tabel 7 viser 
koncentrationerne af de 
forskellige minipræps. 
Prøve 1-4 indeholder 
BS1, mens prøve 5-8 
indeholder BS2. 
Skæring med KpnI og NheI  
Ud fra koncentrationen af DNA kan vi beregne, hvor mange µl minipræp-opløsning, der skal tilsættes, for at 
have 0,5 µg DNA ved hver skæringsopløsning. Der laves to mastermix og på Tabel 8 ses indholdet af dem. 
Mastermixene holdes på is. Klon 1-4 indeholder minipræp med BS1 og klon 5-8 indeholder minipræp med 
BS2. 
Skæring af prøverne 1, 2, 3 og 4  Skæring af prøverne 5, 6, 7 og 8 
 1 reaktion 5 reaktioner  1 reaktion 5 reaktioner 
Milli-Q vand 7,3 µl 36,5 µl Milli-Q vand 7,3 µl  36,5 µl 
10xNebBuffer 2 2 µl 10 µl 10xNebBuffer 2 2 µl 10 µl 
100xBSA Buffer 0,2 µl 1 µl 100x BSA Buffer 0,2 µl 1 µl 
KpnI 0,5 µl 2,5 µl NheI 0,5 µl 2,5 µl 
Plasmid + H2O 10 µl  Plasmid + H2O 10 µl  
Total 20 µl  Total 20 µl  
 
 
Nu hvor alle mastermixene er klar, kan skæringen finde sted. Dette sker ved at tilsætte 10 µl af de pågældende 
mastermix til de respektive rør. Herefter inkuberes de i en time ved 37 °C varmeskab. Efter endt skæring køres 
alle prøverne på gel for at tjekke, hvorledes skæringen er forløbet. Hver prøve tilsættes 5 µl loadingbuffer til 
kanten af rørene, og de centrifugeres herefter i ca. 10 sek. Som markør bruges 1 kb Plus DNA ladder 
(Invitrogen, 250 µg (1,0 µg/ µl)), og der tilsættes 8 µl til den første brønd. Fra hver prøve loades 10 µl i 
brøndene, i gelen der kører ved 120 V i en time.  
Loading-rækkefølgen ses i    Tabel 9.  
 
Brønd nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
Prøve MW 1 2 3 4 5 6 7 
   Tabel 9 viser loading-rækkefølgen. 
Der tages et billede. Det har vist sig, at prøve nr. 4 (Klon 4) er korrekt, fordi størrelsen på de to bånd er ca. 
2000 og 2300 bp.  Denne klon bruges i det videre forløb, da de indeholder BS1 (BS1-klon 4), se Figur 30. 
 
 
Figur 30 viser et billede af gelen over de skårede kloner. Det ses, at klon 4 med BS1 er skåret korrekt grundet 
længderne af fragmenterne.  
03.11.09 – Ny fosforylering af BS2, ligering og transformation af  BS2 samt sekventering af BS1(4K) 
Da klonerne med BS2 ikke har fungeret første gang, fosforyleres, ligeres og transformeres denne.  
  
 
Prøve DNA [µl] Milli-Q vand 
[µl] 
Koncentration 
[µg/µl] 
Udbytte  
[µg] 
Renhed 
 OD260/OD280 
1 4,93  5,1 0,1015 5,08 1,85 
2 4,62  5,4 0,1082 5,41 1,93 
3 4,11  5,9 0,1216 6,08 1,94 
4 3,69  6,3 0,1355 6,78 1,95 
5 4,79  5,2 0,1044 5,22 1,95 
6 5,19  4,8 0,0963 4,815 1,95 
7 5,55  4,45 0,0900 4,5 1,61 
8 2,62  7,38 0,1905 9,53 1,68 
Tabel 8 viser skæringsmixene, og hvor meget der tilsættes af hver. 
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Ny fosforylering af BS2  
ATP fortyndes til 1 mM. Dvs. der tilsættes 9 µl milli-Q vand til 1 µl 10 mM ATP. Herefter centrifugeres røret 
ned og er klar til brug.  
Der tilsættes følgende ved fosforyleringen i et 1,5 ml E-rør: 
1) 5 µl milli-Q vand 
2) 1 µl 10x PNK buffer 
3) 1 µl ATP (1 mM) 
4) 2 µl BS2 
5) 1 µl PNK  
 
Herefter inkuberes røret i varmeskab ved 37 °C i 30 min og igen yderligere 10 min ved 70 °C på varmeblok. 
BS2 er nu klar til ligering med plasmidet. 
 
Ligering af plasmid med BS2 
Fremgangsmåden er den samme som 27.10.09.  
Plasmidet fortyndes 1:5 dvs. 4 µl milli-Q vand til 1 µl plasmid.  
Ligering 1: (BS2) 
1) 2 µl 5xNebuffer 2  
2) 1 µl fortyndet plasmid 
3) 2 µl BS2  
4) 5 µl Milli-Q vand 
Negativ kontrol: 
1) 2 µl 5xNebuffer 2  
2) 1 µl fortyndet plasmid 
3) 7 µl Milli-Q vand 
 
Til hver ligering tilsættes 10 µl buffer 1 og 1 µl T4 DNA ligase. Herefter inkuberes i 5 min ved stuetemperatur 
og dermed klar til transformation. 
 
Transformation i E. coli celler 
Fremgangsmåden til transformation er den samme som 27.10.09.  
Efter en time udplades klonerne med BS2 på to plader. En plade med 20 µl bakteriekultur og 180 µl LB medie 
og en anden plade med 200 µl bakteriekultur. Metode til udpladningen er den samme som 27.10.09. Pladerne 
inkuberes over natten ved 37 °C varmeskab.  
 
Sekventering af BS1-klon 4 
For at få bekræftet, at det er den rigtige sekvens, der er blevet klonet, laves en sekventering af BS1-klon 4. 
Først blandes det oprensede plasmid op med: 
1) 4 µl terminator ready reaction mix (holdes på is) 
2) 1 µl sequencing primer (1,6 pmol/ µl). Her er der to forskellige primere, en forward (412) og en 
reverse (413) 
3) 5 µl Template (2 µl DNA + 3 µl milli-Q vand) 
 
Alt dette tilsættes i sekventeringsrør og vortexes, inden de centrifugeres i ca. 20 sek. To rør navngives 412 og 
413. Herefter sættes de over til sekventering i 2 timer 24 min og følgende ABI310 Sekvensanalyser bruges med 
programmet BigDye.  
 
Oprensning af sekventeringsreaktion 
1) Tilsæt 200 µl 75/25 % isopropanol/vand. Herefter vortexes og inkuberes opløsningen 15 min ved 
stuetemperatur. 
2) Centrifugerer 30 min ved maks hastighed.  
3) Supernatanten fjernes.  
4) Tilsæt 125 µl 75/25 % isopropanol/vand og centrifuger i 15 min med hængslet udad.  
5) Fjern supernatant 
6) Tilsæt 18 µl template suppression reagent (TSR), vortex og spind kort 2 gange. 
7) Prøven sættes på varmeblok ved 95 °C i 2 min og efterfølgende på is i ca. 1 min.  
8) Nu overføres prøven til sekventeringsrøret og sættes i fryseren. Den efterfølgende dag sekventeres 
prøven i ABI310 sekvensanalyser af laboranten. 
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04.11.09 – Optælling af bakteriekolonier og rendyrkning. Plasmidet køres på gel, oprenses, koncentrationen 
måles, ligeres, transformeresog forkultur til BS1-klon 4 
Tjek af transformering 
I følgende Tabel 10 ses en oversigt over antallet af opformerede bakteriekolonier med, som er udstrøget dagen 
inden optælling og inkuberet i varmeskab ved 37 oC. 
 20 µl 200 µl 
BS2 5 28 
Negativ kontrol 168 12 
Tabel 10 viser tælletallene. 
Der burde være færrest opformerede bakteriekolonier på den negative kontrolplade, hvilket ikke er tilfældet. 
Plasmidet i den negative kontrol er også skåret med BamHI og SalI, derfor vil disse bakterier ikke danne 
resistens mod amp på plader med amp. Men set ud fra tallene, tyder det på, at plasmidet har selv-ligeret, hvilket 
kan tyde på, at plasmidet ikke er skåret korrekt, eller at der er byttet rundt på pladerne, mens udstrygningen 
foregik.  
Renstrygning af bakteriekolonierne på nye agarplader, se metode fra den 27.10.09. Da tælletallene ikke 
stemmer overens med de forventede resultater, køres den skårede plasmid (28.10.2009) på en gel for at tjekke 
skæringen. 
Vi har 2 agarplader med 8 kloner med BS2 fra 200 µl udpladningen. 8 F-rør navngives fra 1-8 og 5 ml LB 
medie med amp tilsættes hvert rør. Under hele renstrygningen står en bunsenbrænder tændt for at mindske 
kontaminering. Agarpladen, der er inddelt i fire afsnit, podes. Kolonierne plades ud og inkuberes efterfølgende 
i varmeskab natten over ved 37 0C varmeskab.  
 
Plasmid køres på gel 
Der støbes en gel (Opskrift 20.10.2009) hvor plasmidet, der er blevet skåret i 3 timer med BamHI og SalI 
(20.10.2009), køres på gelen over tre brønde blandet med 5 µl loadingbuffer ved 120 V i en time.  
Der tilsættes 10 µl ethidiumbromid til gelen. I brønd 1 loades 8 µl 1 kb Plus ladder. I brønd 3 og 4 loades 16 µl 
plasmid blandet med 10 µl loadingbuffer, og i brønd 5 loades 8 µl plasmid blandet med 10 µl loadingbuffer. 
Der tages ikke et billede af denne. Efter den ene time ses DNA-fragmenterne i UV-kammeret. Idet båndene 
ikke kunne ses, tilsættes gelen mere ethidiumbromid i et kammer på et vippebord. De tre bånde skæres ud med 
en skalpel til oprensning, se 27.10.09 for oprensningsproceduren.  
 
Oprensning af plasmid 
De tre bånd overføres til et E-rør og vejes (1,26 g). Et tomt E-rør vejer 1,1 g, derfor vejer DNA-fragmentet 0,16 
g med agarose, omregnet til 160 µl. Der tilsættes 480 µl bindingsbuffer, grundet 300 µl bindingsbuffer for hvert 
100 mg agarosestykke. Herefter varmes agarosestykket på en varmeblok ved 58 oC i 10 min, hvor rørene 
vortexes ind imellem.  
Efter oprensning måles koncentrationen af det oprensede plasmid i et spektrofotometer, se 29.10.09 for måling 
af koncentrationen. 
 
Måle koncentration af DNA  
Der laves en 50x fortynding af det oprensede plasmid, og koncentrationen måles, Tabel 11. Renhed måles til 
2,05 og udbyttet af DNA er 0,75 µg. Dette DNA kan ikke betegnes som helt rent, og udbyttet af det er heller 
ikke meget. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
Plasmid 0,0150 0,75 2,05 
Tabel 11 viser koncentrationen af plasmid 
Ligering 
Ligering med BS2 og plasmidet gentages som fra den 27.10.09. Til sammenligning anvendes en negativ 
kontrol. De to ligeringsmix med deres indhold ses i Tabel 12.  
Ligeringsmix 1   Ligeringsmix 2  
5x Buffer 2 2 µl 5x Buffer 2 2 µl 
Plasmid 3,5 µl Plasmid 3,5 µl 
BS2 4 µl Milli-Q vand 4,5 µl 
Milli-Q vand 0,5 µl Total 10 µl 
Total 10 µl 
Tabel 12 viser en oversigt over de to forskellige ligeringer 
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De to ligeringer blandes med 10 µl Buffer 1 og 1 µl T4 DNA ligase buffer. Prøverne inkuberes i 5 min ved 
stuetemperatur, men har dog stået et par minutter fro længe. Hermed er ligeringer klar til transformation. 
 
Transformation af BS1 og plasmid 
Proceduren for transformation af BS1 og plasmid alene er den samme som, da den blev udført den 27.10.2009.   
 
Forkultur til BS1-klon 4 
Der laves en forkultur til klon 4 med BS1 (29.10.2009) ved åbent ild fra en bunsenbrænder. I et F-rør tilsættes 5 
ml LB medie med amp (100 mg/µl). En koloni fra agarpladen med klon 4 podes med et tandstik på indersiden 
af F-røret. Efterfølgende vortexes blandingen og rørets åbning flamberes. Røret stilles ind i rysteinkubator ved 
37 oC til ca. kl. 15. 
50 ml LB medie med amp tilsættes et 500 ml kolbe, mens bunsenbrænderen fortsat er tændt. Samme dag efter 
ca. kl. 14 tilsættes 250 µl forkultur og inkuberes natten over, hvormed en overnatskultur (o.n. kultur) opnås.  
 
05.11.09 – Optælling af bakteriekolonier, skæring af BS2 og BS1+2 og midipræp på BS1-klon 4 
Tjek af transformering 
I Fejl! Henvisningskilde ikke fundet. ses en oversigt over antallet af opformerede bakteriekolonier på 
de forskellige agarplader, hvilke er udstrøget dagen inden optælling og inkuberet i varmeskab ved 37 oC. 
Igen observeres mange bakteriekolonier på den negative kontrolplade i forhold til BS2 pladen. Plasmidet i den 
negative kontrol er skåret med BamHI og SalI, hvorfor disse bakterier ikke burde 
fremkomme ved pladerne, da de ikke har resistens mod amp. Dette tyder det på, 
at plasmidet har selv-ligeret, ligesom ved de forrige udpladninger. 
Der renstryges 8 kolonier fra BS2 pladen, hvorefter den inkuberes i 37oC 
varmeskab.                       Tabel 13 viser tælletallene. 
 
Skæring af BS2 med NheI  
Den 04.11.09 blev minipræps med BS2-klon 1-8 oprenset, hvor disse er klare til skæring med NheI. Der laves 
en mastermix, som holdes på is, da disse indeholder NheI. Ingredienserne tilsættes i den nævnte rækkefølge, 
                        Tabel 14.  
  
8 E-rør navngives fra 1-8, hvori 18 µl af de mastermixen tilsættes i. Der 
udtages 2 µl DNA fra de oprensede minipræps fra den 04.11.09. 
Prøverne inkuberes i 37 oC varmeskab i en time.   
Prøverne blandes med 5 µl loadingbuffer og centrifugeres i få sek. 
hvorefter de køres på en gel. Der udtages 5 µl af en 1 kb Plus ladder 
markør, som loades ned i brønd 1. 
Loadingrækkefølgen ses i Tabel 15.                       Tabel 14 viser skæringsmixen. 
 
Brønd nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Prøve MW - 1 2 3 4 - 5 6 7 8 
Tabel 15 viser loadingrækkefølgen. 
Gelen har kørt en time ved 140 V, og der tages efterfølgende et billede, hvilket ses på Figur 31.  
 
 Tælletal 
BS2 120 
Negativ kontrol 80 
BS2-klon 1-8 
 9 reaktioner [µl] 
Milli-Q vand 137,7 
10xNeBuffer 2 18 
100xBSA Buffer 1,8 
NheI 4,5 
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Figur 31 viser gelbilledet med mulige BS2 kloner.  
Det tyder på, at klon 7 og 8 indeholder BS2, da der forekommer to fragmenter meget tæt på hinanden ved ca. 
2066 og 2250 bp. 
 
 
Midipræp af BS1 – klon 4 
Den 04.11.09 blev en o.n bakteriekultur med BS2-klon 4 klargjort til midipræp. Der laves en midipræp på 
denne ved at følge HiSpeed® Plasmid Purification kit. Kittet oprenser op til 200 µg DNA. 
Trin 2: Efter tilsætning af Buffer P1 (resuspensionsbuffer) skal cellerne resuspenderes grundigt inden tilsætning 
af Buffer P2. Denne resuspendering blev dog ikke gennemført ordentligt under forsøget. 
 
Fremgangsmåde 
1) F-røret med o.n BS2-klon 4 kultur høstes ved at centrifugere pellet i 4700 g i 15 min ved 4 oC, 
hvorefter supernatanten fjernes. 
2) Pellet resuspenderes i 6 ml Buffer P1 (resuspensionsbuffer)med RNase.  
3) Der tilsættes 6 ml Buffer P2 (lysisbuffer), og røret rystes ved at vende det på hovedet 4-6 gange. Røret 
inkuberes ved stuetemperatur i 5 min. Under inkubation skrues et låg på et QIAfilter Midi sprøjte. 
Prøven må ikke vortexes, da DNA vil tage skade.  
4) 6 ml nedkølet Buffer 3 (neutraliseringsbuffer) tilsættes lysatet og blandes ved at vende på hoved 4-6 
gange. Herved udfældes prøven, hvor en opløsning bestående af to faser, der er flydende i bunden og 
hvidlig skummet i toppen, opnås. Det hvidlige bundfald indeholder DNA, proteiner og cellerester. 
5) Opløsningen hældes over i QIAfilter Midi sprøjten der efterfølgende inkuberes i 10 min ved 
stuetemperatur. Trykstempel sættes ikke i. 
6) Et HiSpeed Midi sprøjte sættes over en glassøjle, hvorefter der tilsættes 4 ml Buffer QBT 
(ligevægtsbuffer). Tyngdekræften vil trække bufferen igennem. 
7) Låget fra QIAfilter Midi sprøjten fjernes, og med et trykstempel presses indholdet af sprøjten ud. 
8) Lysaten løber igennem via tyngdekræften. 
9) HiSpeed Midi sprøjten vaskes med 20 ml buffer QC (vaskebuffer) over to gange (2 x 10 µl), hvor 
tyngdekræften trækker væsken igennem. 
10) DNA elueres med 5 ml buffer QF (elueringsbuffer) over i et nyt 10 ml rør. 
11) 3,5 ml isopropanol, ved stuetemperatur tilsættes røret med elueret DNA. Blandingen tildækkes med 
parafilm, mixes og inkuberes ved stuetemperatur i 5 min. Denne reaktion fælder DNA. 
12) Under inkubation isættes et trykstempel til en QIAprecipitator Midi modul. 
13) Placer QIAprecipitatoren over en søjle til opsamling. Overfør dernæst elueringen med isopropanol til 
en lille sprøjte med trykstempel. Filtrer blandingen med elueret DNA og isopropanol gennem 
QIAprecipitatoren ved at presse trykstemplet med konstant tryk. 
14) Fjern QIAprecipitatoren fra sprøjten, og træk trykstemplet ud. Isæt QIAprecipitatorern på sprøjten 
igen og tilsæt 2 ml 70 % ethanol til sprøjten. DNA vaskes ved at presse ethanol igennem sprøjten med 
trykstemplet. 
15) QIAprecipitatoren fjernes fra sprøjten, og trykstemplet trækkes ud. QIAprecipitator sættes igen fast på 
sprøjten, og med trykstemplet presses luften ud. Trykstemplet må ikke trækkes ud af sprøjten, mens 
QIAprecipitator sidder i. QIAprecipitator tørres med papir.  
16) Trykstemplet fjernes fra en 5 ml sprøjte, og samme sprøjte sættes fast på QIAprecipitatoren. 
QIAprecipitatoren med sprøjten holdes over en 1,5 ml E-rør, og der tilsættes 1 ml TE buffer. 
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Trykstemplet sættes fast til sprøjten, og TE bufferen sprøjtes ud gennem QIAprecipitatoren, hvor 
DNA elueres. 
17) QIAprecipitatoren fjernes fra sprøjten, og trykstemplen trækkes ud af den. Sprøjten sættes igen fast til 
QIAprecipitatoren, og det eluerede DNA fra trin 16 overføres til sprøjten. Med trykstemplet presses 
indholdet ud af QIAprecipitatoren til E-røret. 
 
Koncentrationen af BS1-klon 4 måles i spektrofotometeret ved at lave en 50x fortynding med milli-Q vand, se 
Tabel 16. Renhed måles til 1,91. Derfor kan dette DNA betegnes som næsten rent og udbyttet er også meget i 
forhold til de til de tidligere prøver. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
Midipræp af BS1 – klon 4 0,2210 221 1,91 
Tabel 16 viser koncentrationen. 
Denne midipræp af BS1-klon 4 lugtede af ethanol, derfor fældes denne for alkohol, inden transfektion i INS-1E 
celler fra rotter. 
 
10.11.09 – O.n. kultur til BS2-klon 7 og BS2-klon 8 
Laborant Kirsten Olsen har lavet en o.n. kultur til BS2-klon 7 og BS2-klon 8. Se fremgangsmåden for denne fra 
den 04.11.09. 
 
11.11.09 – Midipræp til BS2-klon 7 og BS2-klon 8 og minipræp BS1+2 køres på gel 
Midipræp af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 
Der laves midipræp af BS2-klon 7 og BS2-klon 8. Se fremgangsmåden til denne fra den 05.11.09. 
Denne gang blev cellerne resuspenderet ordenligt i buffer P1, inden tilsætning af buffer P2 (trin 2 og 3 i 
fremgangsmåden). I trin 9 skal man tilsætte 20 ml buffer QC over to gange. Dette er dog ikke blevet gjort, men 
i stedet er 20 ml buffer QC tilsat på en gang. 
Koncentrationen på midipræp af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 måles ved at lave en 50x fortynding med milli-Q 
vand, se Tabel 17. Renhed måles til henholdsvis 1,84 og 1,94. BS2-klon 7 er derfor mere rent end BS2-klon 8. 
Desuden er mængden af oprenset midipræp BS2-klon 8 dobbelt så højt som BS2-klon 7. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
Midipræp af BS2 – klon 7 0,680  680 1,84 
Midipræp af BS2 – klon 8 1,1965 1196,5 1,94 
Tabel 17 viser koncentrationerne. 
Disse midipræps lugtede af ethanol, derfor fældes disse for alkohol inden transfektion med INS-1E celler. 
 
16.11.09 – Alkoholfældning af midipræps med BS1-klon 4, BS2-klon 7 og BS2-klon 8 
Alkoholfældning af alle midipræp kloner  
Midipræp BS1-klon 4 (fra den 05.11.09), BS2-klon 7 (11.11.09) og BS2-klon 8 (11.11.09) fældes for alkohol 
ved at tilsætte 1/10 volumen 3 M NaAc, 3 volumen med 96 % ethanol i 9 ml rør og mixes. 
Volumenet af BS1-klon 4 er ca. 0,7 ml, mens volumenet af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 er ca. 1 ml.  
Til 0,7 ml BS1-klon 4 røret tilsættes 70 µl NaAc og 2,1 ml ethanol. Til hvert rør med 1 ml BS2-klon 7 og 8 
tilsættes 100 µl NaAc og 3 ml ethanol. 
Blandingerne inkuberes ved stuetemperatur i 5 min, hvorefter de centrifugeres i 15 min ved maks hastighed. 
Rørene placeres således, at hængslerne er vendt ud, da det oprensede DNA er klart. Pellet i røret med BS1-klon 
4 havde løsnet sig, derfor centrifugeres denne i yderligere 5 min ved maks hastighed. Efter centrifugering af 
alle rør, fjernes supernatanten, og DNA resuspenderes med 100 µl buffer TE. Der laves en 50x fortyndinger af 
alle tre rør i milli-Q vand, hvorefter koncentrationen måles, se Tabel 18. Renhed for BS1-klon 4 måles til 1,69, 
mens den for BS2-klon 7 måles til 1,89. Begge prøver kan betegnes for næsten at værende rene. Renligheden 
for BS2-klon 8 har ikke været muligt at måle i spektrotofotometret og den målte koncentration er også meget 
højere end de resterende midipræps. Derfor er det ikke sikkert, at denne prøve har indeholdt noget midipræp 
DNA. Udbyttet af DNA mængderne er også vidt forskellige. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
Midipræp af BS1 – klon 4 1,0866 108,66 1,69 
Midipræp af BS2 – klon 7 6,4238 642,38 1,89 
Midipræp af BS2 – klon 8 7,5904 759,04 - 
Tabel 18 viser koncentrationerne. 
Til transfektion skal der bruges 100 ng/µl af hver midipræps: 
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Koncentrationen af BS2-klon 7 er 6,4238 µg/µl. Denne omregnes til ng/µl ved at gange med 103 ng/µl: 6,4238 
µg/µl · 103 = 6423,8 ng/µl.  
For at udregne mængden i µl bruges følgende formel: 
6423,8 ng/µl · x = 100 ng/µl  x = (100 ng/µl) / (6423,8 ng/µl) = 0,016. Det vil sige, fortyndingsfaktoren er 
0,016.    
0,016 · 100 = 1,6 µl i 100 µl. Der skal udtages 1,6 µl DNA fra BS2-klon 7 for at få 100 ng/µl. Da 1,6 µl er et 
lille volumen, er sandsynligheden for at tage dette volumen ikke stor. Derfor ganges med 2. Der udtages 3,2 µl 
DNA fra midipræp af BS2 – klon 7 røret og fyldes op med milli-Q vand, til volumenet er 200 µl. Tilsvarende 
udregninger udføres for midipræp af BS1 – klon 4 og midipræp af BS2 – klon 8. 
 
17.11.09 – O.n. kultur til pGL4.34 plasmid og transfektion af midipræp BS1-klon 4, BS2-klon 7 og 
BS2-klon 8 
O.n. kultur med plasmid 
Der var ikke nok pGL4.23 plasmid til det videreforsøg, derfor laves en o.n. kultur til midipræp.  
Derudover udtages med en podepind en lille mængde bakterier med pGL4.23 plasmid i glycerol fra et rør. 
Bakterierne overføres til et F-rør med 5 ml LB medie. Røret inkuberes i et varmeskab ved 37 oC natten over. 
 
Transfektion med midipræp af BS1-klon 4, BS1-klon 7 og BS1-klon 8 
Der laves 8 transfektioner, som måles i duplikater, hvor halvdelen indeholder HNF4α. Duplikaterne navngives 
med et tal fra 1-8 og A eller B., f.eks. 1A. De otte transfektioner ser således ud: 
1) Renilla luciferase kontrol reporter vektor (pRL) 
2) Hepatocyt Nuclear Faktor 4α reporter vektor (pHNF4α) 
3) BS1-klon 4 + plasmid (BS1-klon 4) 
4) BS2-klon 7 + plasmid (BS2-klon 7) 
5) BS2-klon 8 + plasmid (BS2-klon 8) 
6) pGL4.23 reporter vektor. Fortyndet 4/40 (pGL4.23) 
 
I Tabel 19 ses brøndene med deres indhold og mængden af de forskellige ingredienser der er tilsat. 
Rørene og deres indhold 1 2 3 4 5 6 7 8 
pRL 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
pHNF4α  2 µl  2 µl  2 µl  2 µl 
BS1-klon 4   18 µl 18 µl     
BS2-klon 7     18 µl 18 µl   
BS2-klon 8       18 µl 18 µl 
pGL4.23 18 µl 18 µl       
Total 20 µl 22 µl 20 µl 22 µl 20 µl 22 µl 20 µl 22 µl 
Tabel 19 viser en oversigt over brøndene med deres indhold. 
Koncentrationen af pRL er 5 ng/µl, og der tilsættes 2 µl pr. rør. 
Koncentrationen af pHNF4α er 5 ng/µl, hvorfor der tilsættes 2 µl pr. rør. 
Koncentrationen af BS1-klon 4, BS2-klon 7, BS2-klon 8 og pGL4.23 er 100 ng/µl, hvorfor der tilsættes 18 µl 
pr. rør. 
Fremgangsmåde: 
1) 8 rør E-rør markeres fra 1-8 hvorefter ingredienserne til de pågældende rør tilsættes (20-22 µl 
opløsning), se Tabel 19. 
Følgende trin foretages i cellelaboratoriet, da forholdene er sterile, og alt udstyr sprittes af inden brug.  
1) Der udføres en LF2000 blanding med 32 µl LF2000 optimem (2µl pr. transfektion) og 800 µl optimem 
(50 µl pr. transfektion) i et 2 ml E-rør. Blandingen pipetteres op og ned hvorefter det inkuberes i 5 min 
ved stuetemperatur. 
2) Der tilsættes 100 µl optimem (50 µl pr. transfektion) til hvert rør. 
3) DNA blandes med 100 µl LF2000 blandingen til hvert rør. Der pipetteres op og ned og de enkelte rør 
inkuberes i 20 min ved stuetemperatur.  
4) Under inkubation skiftes mediet på cellerne ved at suge mediet op uden at forstyrre cellerne, der sidder i 
bunden. Dernæst tilsættes nyt 400 µl medie til cellerne. 
5) Da der måles i duplikat, tilsættes 95 µl fra DNA + LF2000 optimem blandingen til to brønde i en 24-
brønds transfektionsbakken hvorefter bakken stilles i 37 oC CO2inkubator, indtil luciferase-aktivitet 
måles. 
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18.11.09 – Midipræps af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 og måling af luciferase-aktivitet 
Midipræp af BS2-klon 7 og BS2-kon 8 
Der laves midipræps af BS2-klon 7 og BS2-klon 8. Se fremgangsmåden fra den 05.11.09.  
Da prøverne indeholdte rester af ethanol, fældes denne inden transfektion. Se fremgangsmåden for 
ethanolfældning fra den 16.11.09. DNA med BS2-klon 7 og BS2-klon 8 resuspenderes dog med 200 µl buffer 
TE frem for 100 µl under opformering af midipræp.  
 
Måling af Luciferase-aktivitet af BS1-klon 4, BS1-klon 7 og BS1-klon 8 
Dagen inden transfektion opdyrkes INS-1E cellerne. 
Der laves en fortynding på 1x Passiv lysis bufferen så der er 2 ml. Der tilsættes 400 µl buffer til 1600 µl milli-
Q vand og blandingen vortexes.  
Fremgangsmåde 
1) Under et mikroskop iagttages INS-1E cellerne. De er flydende. 
2) Væsken suges op fra hver brønd og vaskes med 500 µl, 1x PBS buffer (fosfat og saltvand) langs siden. 
3) Der tilsættes igen 100 µl buffer PLB (lysisbuffer) til hver brønd. Transfektionsbakken stilles på et 
vippebord i ved stuetemperatur i 15 min.  
4) 16 E-rør navngives fra 1A-8B. 
5) Hele opløsningen fra transfektionsbakken overføres til deres respektive 2 ml E-rør, og 20 µl overføres 
til specielle rør, til en Luminometer, til måling i luminometeret. 
6) Luciferase-aktiviteten måles i 10 sek. for hver prøve. 
 
Tabel 44og Tabel 45 viser målingerne af BS1-klon 4, BS2-klon 7 og BS2-klon 8 med og uden HNF4α. Der 
måles både med FF luciferase (FF) og renilla luciferase (RL), og en ratio mellem dem angives også. 
Ud fra tallene ses det, at der ikke forekommer aktivitet ved BS2-klon 7 og BS2-klon 8. Der var intet substrat på 
de første målinger. 
 
23.11.09 – PCR kloning og oprensning af BS1+2, skæring af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 med NheI 
PCR reaktion af BS1+2 
Der udføres en PCR reaktion på BS1+2 ved at blande en 6,5 x PCR reaktionsmix, hvortil følgende ingredienser 
i Tabel 20Fejl! Henvisningskilde ikke fundet. tilsættes. ThermoCycler sættes i gang til opvarmning. 
Template er humant genomisk DNA. 
 PCR-mix [µl] 6,5 x mix [µl] 
Milli-Q vand 13,1 86 
10x buffer 2,5 16,25 
dNTP (2 mM) 2,5 16,25 
Primer, forward (20 µM) 0,25 1,63 
Primer, reverse (20 µM) 0,25 1,63 
Taq Polymerase 0,4 2,6 
Template  (humant genomisk) (100 ng) 5 32,5 
Total 25   
Tabel 20 viser PCR mix. 
Primerne fortyndes: 
Koncentrationen på disse er 100 µM og skal fortyndes til 20 µM. Fortyndingsfaktoren er derfor på 5. Der 
udtages 20 µl fra rørene med primerne, og denne blandes med 80 µl milli-Q vand.  
Da den optimale annealingstemperatur ikke kendes for PCR blandingen, fordeles blandingen til 3 rør. De 3 rør 
opdeles i yderligere to dele, men forløber indbyrdes ved samme temperatur. I alt 6 prøver. 2 af PCR 
blandingerne forløber ved 57,1 oC, 2 af dem ved 60 oC og de resterende 2 
ved 63 oC. 
6 E-rør navngives fra 1-6 og 25 µl PCR-mix tilsættes hvert rør fra 6,5x 
mix. Rørene mixes og pipetteres i 6 små PCR-rør. Låget til disse sættes 
på. 
Tabel 21 viser reaktionsforløbet for PCR-reaktionen. Læg mærke til, at 
temperaturen i trin 3 varierer fra mellem 57,1 oC, 60 oC og 63 oC.   
 
Tabel 21 viser reaktionsforløbet. 
 
 
Trin Temperatur Varighed 
1 95 oC 3 min 
2 95 oC 20 sek. 
3 57,1; 60; 63 oC 20 sek. 
4 72 oC 30 sek. 
5 72 oC 2 min 
6 4  oC pause 
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Måle koncentrationen  
Koncentrationen på BS2-klon 7 (midipræp 6,4238 µg/µl fra den 16.11.09), BS2-klon 8 (midipræp 7,5904 µg/µl 
fra den den 16.11.09), BS2-klon 7 (midipræp 100 ng/µl) og BS2-klon 8 (midipræp 100 ng/µl) måles igen, for at 
tjekke om koncentrationerne stemmer overens med fortyndingerne af disse. Der laves en 50x fortynding med 
milli-Q vand af alle 4 prøver. Tabel 22 viser målingerne. Renligheden viser, at prøverne er tætte på at kunne 
betegnes som værende rene, dog med undtagelse af BS2-klon 8. Denne har ikke været muligt at måle hvilket 
kan betyde, at prøven er forurenet. Udbyttet af DNA i de forskellige prøver er også meget lig med hinanden. 
 
 
Renhed 
OD260/OD280 
Udbytte [µg] Koncentration 
[µg/µl] 
Midipræp BS2 – klon 7 
(midipræp 6,4238 µg/µl) 
1,92 192 
6,1787 
Midipræp BS2 – klon 8 
(midipræp 7,5904 µg/µl) 
- - 
7,7710 
Koncentration 
[ng/µl] 
Midipræp BS2 – klon 7 
(midipræp 100 ng/µl) 
1,70 170 
0,2357 
235,7 ng/µl 
Midipræp BS2 – klon 8 
(midipræp 100 ng/µl) 
1,64 164 
0,1165 
116,5 ng/µl 
Tabel 22 viser koncentrationen af de forskellige kolonier. 
Det ses, at de målte koncentrationen på BS2-klon 7 (midipræp 6,4238 µg/µl fra den 16.11.09), BS2-klon 8 
(midipræp 7,5904 µg/µl fra den den 16.11.09) har været korrekte, men BS2 – klon 7 (100 ng/µl) og BS2 – klon 
8 (100 ng/µl) ikke er 100 ng/µl, men derimod henholdsvis 235,7 ng/µl og 116,5 ng/µl, altså en fejlfortynding. 
Selvom koncentrationen af disse sidstnævnte midipræps er højere end 100 ng/µl, kan det ikke forklares, hvorfor 
transfektioner ikke er lykkedes. Derfor laves nye 200x fortyndinger af midipræps med BS2 – klon 7 (6,1787 
µg/µl) og BS2 – klon 8 (7,7710 µg/µl). Fremgangsmåden for fortynding er den samme som foretaget den 
29.10.09. 
Koncentrationerne ses i Tabel 23. Renheden for begge midipræps ligger meget tæt på 1,80, derfor kan disse 
betegnes som værende rene. Mængden af oprenset DNA er høj for begge midipræp prøver i forhold til nogle af 
de andre midipræps fra forrige udførelser. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
Midipræp BS2 – klon 7 6,26 626 1,81 
Midipræp BS2 – klon 8 9,98 998 1,85 
Tabel 23 viser koncentrationen af BS2-klon 7 og 8 fra en 200x fortynding. 
Oprensning af PCR-produkt 
De 6 PCR-produkter med BS1+2 slås sammen efter samme temperatur (57,1 oC, 60 oC eller 63 oC) til tre PCR 
produkter. Der udtages 10 µl fra hver af de tre PCR rør og blandes med 5 µl loadingbuffer. En 100 bp DNA 
ladder markør loades ned i brønd 1. I brønd 3-5 loades de 10 µl PCR produkt, se Figur 32. Gelen kører ved 120 
V i ca. 40 min. Indholdet i de tre PCR rør er den samme BS1+2 og det tyder på, at fragmenterne har de korrekte 
størrelser, men gelen skal køre i længere tid for en bedre adskillelse. Gelen kører derfor ved 120 V i yderligere 
en time. Figur 33 viser den nye gel. Fragmenterne er meget tværet, men der vælges at arbejde videre med PCR-
produkterne. 
 
 
 
Figur 32 viser PCR BS1+2 taget d. 23. oktober 2009 
Figur 33 viser PCR BS1+2 taget d. 23. oktober 2009  
 
58 
PCR-produktet med BS1+2 oprenses for primere og resterne af PCR-produktets stoffer. De i alt tre rør med 
PCR produktet fordeles ligeligt over i 2 E-rør. Volumenet af PCR-produkterne er 30 µl i hvert rør blandet med 
20 µl milli-Q vand.  
1) Til 100 µl PCR-produkt tilsættes 500 µl bindingsbuffer, derfor tilsættes 250 µl bindingsbuffer fordelt 
til begge rør. Rørene mixes grundigt. 
2) Et filter isættes i et opsamlingsrør, hvorefter indholdet i begge PCR-produkter hældes over i filteret 
(600 µl). 
3) Røret centrifugeres 1 min ved maks hastighed, hvorefter flow-through smides ud. DNA fra begge PCR 
produkt-reaktion er bundet til filteret. 
4) 500 µl vaskebuffer tilsættes, og røret centrifugeres 1 min ved maks hastighed. Flow-through hældes 
ud. Samme trin gentages med 200 µl vaskebuffer 
5) Filteret overføres til et nyt 1,5 ml E-rør, og der tilsættes 50 µl elueringsbuffer. Røret centrifugeres 1 
min ved maks hastighed, hvorved PCR-produktet med BS1+2 er blevet oprenset. 
6) Koncentrationen af oprenset DNA måles ved at lave en 50x fortynding  (29.10.09), se Tabel 24. 
7)  
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
PCR produkt med BS1+2 0,0876 4,38 1,30 
Tabel 24 viser koncentrationen. 
Renheden af BS1+2 er lang fra ren, og kan have en betydning for det videre forsøg. Mængden af oprenset DNA 
er også meget mindre i forhold til oprenset DNA fra tidligere 
udførelser. 
Det oprensede PCR-produkt skæres med BamHI og SalI for at 
muliggøre en ligering med  
plasmidet. Der laves en 1,5 gang reaktionsmix, se  
Tabel 25.  
Der udtages 20 µl fra reaktionsmixen og 30 µl PCR produkt 
over i et 1,5 ml E-rør. Røret inkuberes i et varmeskab ved 37 
oC natten over fra ca. kl. 15.00 til tidlig morgen næste dag.  
 
Tabel 25 viser skæringsblandingen for PCR-produktet. 
Skæring af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 med NheI 
BS2-klon 7 og BS2-klon 8 skæres med NheI. Der laves et reaktionsblandingen med følgende ingredienser 
beskrevet i Tabel 26. De forskellige ingredienser tilsættes efter nævnt rækkefølge. Der udtages 18 µl fra 
reaktionsblandingen, hvor dette blandes med hhv. 2 µl BS2-klon 7 og BS2-klon 8 i to E-rør.  
 1 reaktion [µl] 3 reaktion [µl] 
Milli-Q vand 15,1 45,9 
10xNEB buffer 2 2 6 
100xBSA buffer 0,2 0,6 
NheI 0,5 0,5 
DNA 2 
Total 20 
Tabel 26 viser skæringsblandingen. 
E-rørene inkuberes ved 37 oC varmeskab natten over fra ca. kl. 15 til tidlig morgen dagen efter. 
 
25.11.09 – Transfektion af BS1, BS2-klon 7 og BS2-klon 8 
Transfektion af BS1, BS2-klon 7 og BS2-klon 8  
BS2-klon 7 og BS2-klon 8 transfekteres i INS-1E celler, og fremgangsmåden er den samme som den udførte 
transfektion den 17.11.09. 
Denne gang laves der en A og B del til transfektionen. 
A delen måler luciferase-aktiviteten ved 5 ng/µl HNF4α, mens B delen måler luciferase-aktiviteten ved 
varierende HNF4α koncentrationer. 
 
 
 
 
 1 reaktion 1,5 reaktion 
Milli-Q vand 12,5 18,75 
10x buffer 3 5 7,5 
100x BSA buffer 0,5 0,75 
BamHI 1 1,5 
SalI 1 1,5 
PCR produkt 30 
Total 50  
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 Del A: 
I Tabel 27 ses rørene med deres indhold, og hvor meget, der er tilsat af hver især. Prøve 1-7 måles i triplikater, 
prøve 8 i duplikat, mens prøve 9 som en enkeltbestemmelse, da denne sidstnævnte er en kontrol.  
Rørene og deres indhold 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
pRL 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 2 µl 1 µl 
pHNF4α  3 µl  3 µl  3 µl  2 µl  
BS1-klon 4   27 µl 27 µl      
BS2-klon 7     27 µl 27 µl    
BS2-klon 8       27 µl 18 µl  
pGL4.23 27 µl 27 µl        
pGL.2 (kontrol)         9 µl 
Total 30 µl 33 µl 30 µl 33 µl 30 µl 33 µl 30 µl 22 µl 10 µl 
Tabel 27 viser transfektionerne og deres indhold. 
Koncentrationen af pRL er 5 ng/µl, og der tilsættes 1-3 µl pr. rør, alt efter hvilket rør, der er tale om. 
Koncentrationen af pHNF4α er 5 ng/µl, hvorfor der tilsættes 2-3 µl pr. rør. 
Koncentrationen af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 er 100 ng/µl. Slutvolumenet af prøverne er 200 ml, derfor: 
200 μ
 · 100 /μ
   20000  20 μ 
skal der udtages 20 µg, altså: 
 
, /
 3,2 μ
 fra BS2-klon 7 (koncentrationen 6,26 µg/µl) og 
 
,/

2 μ
 fra BS2-klon 8 (koncentrationen 9,98 µg/µl).  
Der tilsættes henholdsvis 196,8 µl og 198 µl milli-Q vand til BS2-klon 7 og BS2-klon 8.  
Der laves en fortynding af HNF4α plasmidet: 
Der laves en fortynding med 400 µl af en 5 ng/µl (400 µl x 5 ng/µl = 2000 ng) 
pHNF4α har en koncentration på 752 ng/µl. 
 
 /
 2,6 μ
 
Det vil sige, at der udtages 2,6 µl fra røret med HNF4α over i et nyt rør og fyldes op med 395 µl milli-Q vand. 
Til 4 E-rør tilsættes 100 ml fra HNF4α fortyndingen.  
I cellelaboratoriet tilsættes 150 µl optimem til prøve 1-7, 100 µl optimem til prøve 8 og 50 µl optimem til prøve 
9.  
Der laves en LF2000 mix: 1200 µl OptiMEM blandes med 48 µl LF2000 i et 2 ml E-rør. Røret inkuberes 5 min 
ved stuetemperatur, men inden da pipetteres op og ned med en pipette. Efter de 5 min blandes DNA med 150 
µl LF2000 mix til prøve 1-7, 100 µl til prøve 8 og 50 µl til prøve 9. Rørene inkuberes i 20 min ved 
stuetemperatur. Under inkubation skiftes mediet med nyt 400 µl LB medie og 95 µl af mixen dryppes til hver 
brønd med celler. 
Del B: 
I Tabel 28 ses rørene med deres indhold, og hvor meget der er tilsat af hver især. Læg mærke til, at der 
forekommer varierende mængder af HNF4α koncentrationer, da formålet med B delen er at finde en optimal 
HNF4α mængde i luciferase-aktiviteten. I prøve 2 tilsættes 3 µl 5 ng HNF4α (I alt 5 ng HNF4α), 12 µl 5 ng 
HNF4α (I alt 20 ng HNF4α) og 24 µl 5 ng HNF4α (I alt 40 ng HNF4α).  
Rørene og deres indhold 1 2 3 4 5 6 7 8 
pRL 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 
BS1-klon 4     27 µl 27 µl 27 µl 27 µl 
HNF4α  3 µl 12 µl 24 µl  3 µl 12 µl 24 µl 
pGL4.23 27 µl 27 µl 27 µl 27 µl     
Total 30 µl 33 µl 42 µl 54 µl 30 µl 33 µl 42 µl 54 µl 
Tabel 28 viser transfektionsrørene og deres indhold. 
I cellelaboratoriet tilsættes 150 µl OptiMEM til hver prøve. 
Der laves en LF2000 mix: 1200 µl OptiMEM blandes med 48 µl LF2000 i et 2 ml E-rør. Røret inkuberes 5 min 
ved stuetemperatur, men inden da pipetteres op og ned med en pipette. Efter de 5 min blandes DNA med 150 
µl LF2000 mix. Rørene inkuberes i 20 min ved stuetemperatur. Under inkubation skiftes mediet med nyt 400 
µl, og 95 µl af mixen dryppes til hver brønd med celler. 
Alle INS-1E celler inkuberes i 37 oC CO2 inkubator indtil luciferaseaktivitet måles. 
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26.11.09 – Oprensning, ligering og transformering af PCR produkt (BS1+2), o.n. kultur til BS1-klon 
4, køre BS2 kloner på gel og ny skæring samt ny transfektion 
Oprensning af PCR-produkt efter skæring med HindIII 
PCR-produktet med BS1+2 oprenses for BamHI og SalI efter skæring med disse. 
Fremgangsmåden til oprensning af PCR produkt er den samme som den 23.11.09. 
50 µl PCR opløsning blandes med 50 µl milli-Q vand = 100 µl. Efter oprensning måles koncentrationen. 
Koncentrationen af oprenset PCR produkt måles ved at lave en 50x fortynding, se Tabel 29. Renheden af PCR 
produktet med BS1+2 er langt fra rent. Renligheden måles til 1,35, hvor ca. 1,8 betegnes for at være rent. 
Udbyttet af DNA er også meget lille. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
PCR produkt med BS1+2 0,0586 2,93 1,35 
Tabel 29 viser koncentrationen. 
Ligering af PCR-produkt og negativ kontrol 
Der laves en ligering af PCR-produktet med BS1+2 med plasmidet og en negativ kontrol som fra den 27.10.09. 
Tabel 30 viser, hvilke ingredienser og hvor meget af dem, der tilsættes. 
PCR produkt Total [µl]  Negativ kontrol Total [µl] 
5x Buffer 2 2 5x buffer 2 2 
Plasmid 3,5 Plasmid 3,5 
PCR produkt (BS1+2) 4 Milli-Q vand 4,5 
Milli-Q vand 0,5 Total 10 
Total 10  
Tabel 30 viser ligeringsmixen. 
Til begge ligeringer tilsættes 10 µl buffer 1 og 1 µl T4 DNA ligase (Fermentas). Blandingen inkuberes i 5 min 
ved stuetemperatur. 
 
Transformation af PCR produkt og negativ kontrol 
Der laves to transformationer; en til begge ligering med PCR-produktet og den negative kontrol. 
Fremgangsmåden for transformation stammer er den samme som 27.10.09. Rørene inkuberes i rysteinkubator 
en time ved 37 oC, hvorefter to udpladninger foretages. 100 µl og resten (900 µl) fra begge 
transformationsopløsningen udplades på i alt 4 agarplade. Agarpladerne stilles i varmeskab ved 37 oC natten 
over. 
 
O.n. kultur til midipræp BS1-klon 4 
Der laves en ny LB medie med amp til støbning af nye agarplader som fra den 12.10.09. 
Da der ikke er mere midipræp BS1-klon 4 tilbage, laves en forkultur og o.n. kultur som fra den 04.11.09. 
Fra anden gang udpladning af BS1-klon 4 agarpladen renstryges en ny koloni med en podepind i et F-rør med 5 
ml LB medie med amp. Bunsenbrænderen står under hele udpladningen 
tændt, og F-rørene flamberes efter podning. Røret inkuberes i 37 oC 
rysteinkubator i ca. 4 timer og tages ud inden kl. 16. Kl. 16 samme dag 
overføres 250 µl fra røret til en kolbe med 50 ml LB medie og inkuberes 
natten over.  
 
BS2-klon 7 og BS2-klon 8 køres på gel 
BS2-klon 7 og BS2-klon 8 er skåret med NheI og køres på gel. 20 µl af 
begge midipræps blandes med 5 µl loadingbuffer. 6 µl 1 kb Plus DNA 
markør (Invitrogen) loades ned i brønd 1, mens BS2-klon 7 og BS2-klon 
8 i brønd 3 og 4. Gelen kører i en time ved 120 V. Se Fejl! 
Henvisningskilde ikke fundet.. 
 
Ved at kigge på gelen ses det, at skæringen er forløbet dårligt, da der har 
været for meget DNA i forhold til restriktionsenzymet, NheI. Derfor 
laves en ny skæring. 
 
Skæring af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 
Koncentrationerne på BS2-klon 7 og BS2-klon 8 er henholdsvis 6,26 
µg/µl (23.11.09) og 9,98 µg/µl (23.11.09). Derfor skal der udtages 1 
µg/(6,26µg/µl) = 0,16 µl for BS2-klon 7. Samme regnemetode udføres for BS2-klon 8, og der skal udtages 0,1 
Figur 34 viser gelbilledet af 
skæringen med 
restriktionsenzymet NheI fra 26. 
november 
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µl af denne. Da 0,16 µl og 0,1 µl er meget små mængder, laves en 100 gange fortynding af midipræp BS2-klon 
7 og BS2-klon 8 ved at tage 1 µl DNA med 99 ml milli-Q vand.. Derfor skal der udtages 
 /

 1,6 μ
 fra 
BS2-klon 7 og 1,0 µl fra BS2-klon 8. 
Følgende ingredienser indgår i begge skæringer, se Tabel 31. Kl. 15.00 samme dag inkuberes skæringer i 37 oC 
varmeskab til tidlig næste dag. 
 BS2-klon 7 [µl] BS2-klon 8 [µl] 
Milli-Q vand 15,2 15,8 
10x Buffer 2 2 2 
100x BSA buffer 0,2 0,2 
NheI 1 1 
DNA 1,6 1 
Total 20  20 
Tabel 31 viser skæring af BS2-klon 7 og 8. 
Skæringerne køres på gel, og da resultatet ikke er som forventet udføres en ny skæring. 
 
Luciferase-måling af BS1-klon 1, BS2-klon 7 og BS2-klon 8 samt ved varierende HNF4α koncentrationer 
Der måles luciferase-aktivitet på transfektionerne af BS1-klon 1, BS2-klon 7 og BS2-klon 8. 
Tabel 46 og Tabel 47 viser de målte resultater. Disse resultater kan dog ikke bruges til noget, da optimem har 
været forurenet. 
 
27.11.09 – Tjek af transformering med BS1+2, Midipræp af BS1-klon 4 og ny 
luciferasemåling af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 
Tjek af transformation med BS1+2 
I Tabel 32 ses en oversigt over antallet af bakteriekolonier på agarpladerne, hvilke er udstrøget dagen inden 
optælling og inkuberet i varmeskab ved 37 oC. Tælletallene er ikke som det forventede, da der optælles flere 
kolonier på de negative plade. Trods dette vælges 20 kolonier, der renstryges på nye agarplader.  
Til 20 F-rør tilsættes 5 ml LB medie med amp og hver enkelt koloni podes med en pipettespids. Under hele 
renstrygningen står en bunsenbrænder tændt. Da renstrygningen er 
foretaget en fredag, inkuberes pladerne ved stuetemperatur til 
mandagen efter weekenden. 
 
Tabel 32 viser tælletal. 
Midipræp af BS1-klon 4 
Der laves midipræp af BS1-klon 4 ud som fra den 05.11.09. Det oprensede midipræp fældes for ethanol med 
alkohol som fremgangsmåden fra den 05.11.09.  
Koncentrationen måles på BS1-klon 4 ved at lave en 50x fortynding, se Tabel 33. Renligheden af midipræp 
BS1-klon 4 kan betegnes som værende rent, da den målte renhed, 1,79, er meget tæt på 1,8. Mængden af DNA 
udregnes til 186,43. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
Midipræp BS1-klon 4 1,8643 186,43 1,79 
Tabel 33 viser koncentrationen. 
Luciferase-måling af BS2-klon 7 og BS2-klon 8 
Luciferase-aktiviteten måles for prøverne fra den 26.11.09. Der laves transfektion på 
hele A delen og kun prøve 3, 4, 7 og 8 fra B delen. Grunden til, at en del af prøverne 
fra B delen måles, skyldes, at der ikke var mere BS1-klon 4 tilbage.  
Tabel 44 og Tabel 45. Resultaterne ser ikke gode ud, da luciferase-aktiviten er lav. 
Dette skyldes, at optimem var forurenet, og størstedelen af INS-1E cellerne var 
døde. 
 
 
 
 
 
  
 Tælletal 
PCR produkt (BS1+2) 620 
Negativ kontrol, uden insert 1440 
Figur 35 viser gelbilledet af 
BS2- klon 7 og BS2-klon 8 med 
NheI fra den 30.11.09. 
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30.11.09 – O.n. kultur til midipræp BS1-klon 4 og skæring af BS2-klon 7 og 8 
O.n. kultur til BS2-klon 7 og 8 
Der laves en o.n. kultur til midipræp BS1-klon 4 som fra den 04.11.09 fra de optællede agarplader fra dagen 
før. Agarplader pakkes med parafilm og stilles i kølerummet. F-rørene med forkultur inkuberes ved 
stuetemperatur til kl. 16, hvorefter de inkuberes i 37 oC varmeskab natten over. 
 
Skæring af BS2-klon 7 og 8 med NheI 
Der laves en ny skæring af BS2-klon 7 og BS2-klon 8, som gik galt fra den 26.11.09. Koncentrationen af disse 
er henholdsvis 6,26 µg/µl og 9,98 µg/µl, og der skal udtages 1 µg (1000 ng) DNA. Der laves en ny 100x 
fortynding af midipræps, da volumen af dem er lille. 
BS2-klon 7: (6260 ng/µl) / 100 = 62,6 ng/µl. 1000 ng / (62,6 ng/µl) = 16 µl. 
Dette betyder, at der skal udtages 16 µl fra BS2-klon 7 og tilsvarende 10 µl fra BS2-klon 8. Tabel 34 viser 
ingredienser og rækkefølgen af disse, der tilsættes i to E-rør. 
 
 BS2-klon 7 [µl] BS2-klon 8 [µl] 
Milli-Q vand 0,8 6,8 
10x Buffer 2 2 2 
100x BSA buffer 0,2 0,2 
NheI 1 1 
DNA 16 10 
Total 20 20 
Tabel 34 viser skæringsmixene. 
 Efter blanding inkuberes begge rør i 37 oC varmeskab i en time, hvorefter prøverne køres gel, se Figur 35.  
 
Koncentration af plasmid 
Koncentrationen måles på oprenset plasmid ved at lave en 50x fortynding. Koncentrationen måles 4 gange, se 
Tabel 35. Renheden af det oprensede plasmid er langt fra rent, da tallene ligger mellem 1,12 til 1,25 frem for 
1,8. Mængden af oprenset plasmid er meget lille og med en faktor 10 forskel mellem den 2 måling i forhold til 
måling 1, 3 og 4. 
 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
Oprenset plasmid (1) 0,0431 4,31 1,12 
Oprenset plasmid (2) 0,404 40,4 1,17 
Oprenset plasmid (3) 0,0446 4,46 1,25 
Oprenset plasmid (4) 0,0441 4,41 1,22 
Tabel 35 viser koncentrationen af plasmidet målt fire gange. 
01.12.09 – Minipræp af PCR produkt (BS1+2), skæring af denne med HindIII og køre på gel. Desuden 
skæringer med andre restriktionsenzymer 
Minipræp, skæring af PCR-produkt med BS1+2 og gelelektroforese 
Der laves minipræp på de 20 kloner med BS1+2 som fra den 29.10.09. Koncentrationerne på disse måles ved at 
lave 50x fortyndinger. Resultaterne se i Tabel 36. Renheden af de forskellige kloner med mulig BS1+2 svinger 
meget. Renhedsværdien burde ligge omkring 1,8, hvor dette er mest gældende for klon 20. Udbyttet af DNA 
for hver enkelt klon er meget lig med hinanden. 
 
 
Koncentration 
[µg/µl] 
Udbytte  
[µg] 
Renhed  
OD260/OD280 
  Koncentration 
[µg/µl] 
Udbytte  
[µg] 
Renhed  
OD260/OD280 
Klon 
1 
0,0916 
9,16 2,03 Klon 
11 
0,0563 5,63 2,01 
Klon 
2 
0,0535 
5,35 2,19 Klon 
12 
0,0524 5,24 1,95 
Klon 
3 
0,0787 
7,87 2,0 Klon 
13 
0,0477 4,77 1,53 
Klon 
4 
0,0438 
4,38 3,66 Klon 
14 
0,0548 5,48 2,05 
Klon 0,0693 6,93 1,93 Klon 0,0613 6,13 2,02 
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5 15 
Klon 
6 
0,0671 
6,71 2,16 Klon 
16 
0,0594 5,94 1,92 
Klon 
7 
0,0660 
6,6 1,95 Klon 
17 
0,0438 4,38 1,99 
Klon 
8 
0,0675 
6,75 2,13 Klon 
18 
0,0608 6,08 1,89 
Klon 
9 
0,0535 
5,35 2,04 Klon 
19 
0,0583 5,83 1,93 
Klon 
10 
0,0675 
6,75 2,08 Klon 
20  
0,0597 5,97 1,84 
Tabel 36 viser koncentrationerne af de 20 kloner med mulig BS1+2. 
Skæring af PCR-produkt med BS1+2 med HindIII og gelelektroforese 
For at tjekke, om de 20 kloner har BS1+2 insertet, kontrolskæres disse med HindIII. Tabel 37 viser mastermix 
til de 20 skæringer. Fra denne mix udtages 18 µl over i 20 rør, hvor der tilsættes 2 µl PCR-produkt til de 
respektive E-rør. Skæringerne stilles i 37oC varmeskab i en time. 
 1 reaktion [µl] 21 reaktioner [µl] 
Milli-Q vand 15,5 325,5 
10xNebuffer 2 2 42 
HindIII 0,5 10,5 
DNA 2 
Total 20 
Tabel 37 viser skæringsmixen for de 20 mulige BS1+2 kloner. 
Efter skæringen køres prøverne på gel. Der loades 10 µl MW 1 kb markør i brønd 1 og 14 i begge rækker af en 
gel. Til hver skæring tilsættes 5 µl loadingbuffer, men kun halvdelen af disse loades ned i gelen. I de øverste 
brønde loades klon 1-10 i kronologisk rækkefølge, mens klon 11-20 i den nederste del. Gelen kører i 40 min 
ved 120 V. Det ses på Figur 36, at der er behov for bedre adskillelse af båndene, derfor køres samme gel i 
yderligere 45 min, Figur 36.Figur 37 
 
Figur 36 viser PCR minipræp skåret HindIII 
1dec2009 
 
Figur 37 viser BS1+2 (1dec) efter 1,5 time 
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Fra Figur 37 ses det, at ved skæring af klon 1, 7, 10 og 18 forekommer der to fragmenter (2110 OG 2288 bp). 
Derfor tyder dette på, at disse kloner indeholder BS1+2. For at være sikker skæres der med andre 
restriktionsenzymer. 
 
De 20 kloner med BS1+2 skæres med 4 forskellige kombinationer af restriktionsenzymer navngivet fra A til D. 
A. HindIII 
B. HindIII + PstI 
C. HindIII + XbaI 
D. BamHI + XhoI 
Der skal skæres 1 µg fra hver klon, og via koncentrationerne fra Tabel 36 den 01.12.09 udregnes den mængde, 
der skal tilsættes i µl.  
 
 
 
Der laves 4 mastermix, Tabel 38. 
A 1 reaktion[µl] 5 reaktioner 
[µl] 
 B 1 reaktion 
[µl] 
5 reaktioner 
[µl] 
10x Buffer 2 2 10 10x Buffer 2 2 10 
HindIII 0,5 2,5 100x BSA 
buffer 
0,2 1 
 HindIII 0,5 2,5 
PstI 0,5 2,5 
 
C 1 reaktion 
[µl] 
5 reaktioner 
[µl] 
 D 1 reaktion 
[µl] 
5 reaktioner 
[µl] 
10xBuffer 2 2 10 10xBuffer 3 2 10 
100xBSA 
buffer 
0,2 1 100xBSA 
buffer 
0,2 1 
HindIII 0,5 2,5 BamHI 0,5 2,5 
XbaI 0,5 2,5 XhoI 0,5 2,5 
Tabel 38 viser reaktionsmix for de nye skæringer af de 20 kloner. 
4 rør navngives fra 1A til 18D, og der udtages en mængde fra mastermix og milli-Q vand og blandes med en 
mængde fra klonerne, se Tabel 39. 
1A  1B, C og D  10A  10B, C og D 
6,6 milli-Q vand 
2,5 µl mastermix 
10,9 µl DNA 
 5,9 milli-Q vand 
3,2 µl mastermix 
10,9 µl DNA 
 2,7 milli-Q vand 
2,5 µl mastermix 
14,8 µl DNA 
 2 milli-Q vand 
3,2 µl mastermix 
14,8 µl DNA 
 
7A  7B, C og D  18A  18B, C og D 
2,35 milli-Q vand 
2,5 µl mastermix 
15,5 µl DNA 
 1,65 milli-Q vand 
3,2 µl mastermix 
15,5 µl DNA 
 1,05 milli-Q vand 
2,5 µl mastermix 
16,45 µl DNA 
 0,35 milli-Q vand 
3,2 µl mastermix 
16,45 µl DNA 
Tabel 39 viser indholder i de enkelte skæringer til hver klon. 
 Skæringerne inkuberes i 37 oC varmeskab i en time, og halvdelen af prøverne køres på en gel i 1,5 time med 
100 V. Den anden halvdel af prøverne stilles i køleskabet natten over.  
Der tilsættes 5 µl loadingbuffer til skæringerne. I brønd 1 og 13 loades 6 µl 1 kb DNA markør i begge dele af 
gelen. I den første del af gelen: Brønd 3-6 indeholder 1A til 1D og brønd 8-11 indeholder 7A-7D. I de samme 
brønde i den nedre del af gelen indeholder brønd 3-6 10A til 10D, og brønd 8-11 indeholder 17A-17D. 
Der tages et billede, og det viser sig, at alle 4 kloner indeholder BS1+2, Figur 38. Prøverne er dog sløret, og 
den andel halvdel af skæringerne fra køleskabet køres på gel næste dag. 
 
65 
 
Figur 38 viser Gel2.12.09.JPG . 
02.12.09 – Køre minipræp PCR-produkterne (BS1+20) igen på gel og måling af luciferase-aktivitet 
af BS1-klon 4 med varierende HNF4α koncentrationer. 
Køre resterne af PCR-produkt på gel igen 
Gelbillederne fra den 01.12.09 var meget sløret, derfor køres den anden halvdel af skæringerne igen på en gel 
ved en lavere spænding/V.  
Der støbes 2 geler. I gel 1 loades 1A til 1D i brønd 3-6, mens der i brønd 8-11 loades 7A til 7D. I gel 2 loades 
10A til 10D i brønd 2-5, mens der i brønd 7-10 loades 18A til 18D. Der bruges 10 µl 1 kb Plus ladder markør. 
Gelerne køres ved 100 V i 1,5 time.  
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Figur 39 viser Prøve 1A-1D og 7A-7D Gel1 3 dec.     Figur 40 viser Prøve 10A-10D og 18A-18D. Gel2 3 dec. 
Figur 39 og      Figur 40 viser tydeligt, at de forventede bånd forekommer ved skæring med de nye 
restriktionsenzymer. Der vælges at arbejdes med klon 1 og 7, da båndene til disse ser bedre ud. 
Der laves en o.n. kultur til BS1+2 klon 1 og BS1+2 klon 7 til, når der skal laves midipræp. 
 
Luciferase-aktivitet af BS1-klon 4 med varierende HNF4α mængder 
Fremgangsmåden til måling af luciferase er den samme fra 25.11.09. Der udtages 20 µl til hver prøve. 
Resultaterne ses i bilag 10.3. 
 
03.12.09 – Midipræp og alkoholfældning af BS1+2 klon og BS1+2 klon 7  
Midipræp, fældning for alkohol og måle koncentration 
Der laves midipræp på BS1+2-klon 1 og BS1+2-klon 7 efter fremgangsmåden fra den 05.11.09, og disse fældes 
for ethanol som fremgangsmåden fra den 16.11.09.  
Efterfølgende måles koncentrationen af disse ved at lave en 50x fortynding, se Tabel 40. Renheden på klon 1 
og 7 med BS1+2 er i nærheden af 1,8, der betegnes for rent. Renheden på klon 1 og 7 med BS1+2 er i 
nærheden af 1,8, derfor kan disse næsten betegnes som værende rene. Der fremkommer desuden en meget stor 
forskel i udbyttet af DNA mellem begge prøver. 
 Koncentration [µg/µl] Udbytte [µg] Renhed OD260/OD280 
BS1+2-klon 1 2,6555 265,55 1,9 
BS1+2-klon 7 0,3671 36,71 1,96 
Tabel 40 viser koncentrationen af klon 1 og 7 for BS1+2 
04.12.09 –Transfektion og luciferase-måling af PCR-produkt med af BS1-klon 4  (BS1+2) og med 
varierende HNF4α koncentrationer 
Transfektion og luciferase-måling af PCR-produkt med BS1+2-klon 1 
BS1+2-klon 1 transfekteres i INS-1E celler, som fremgangsmåden fra den 17.11.09. Der udføres en del A og 
del B. 
Der laves 4 transfektioner, som måles i duplikater, hvor halvdelen indeholder HNF4α. 
I Tabel 41 ses rørene med deres indhold og hvor meget, der er tilsat af hver især til A delen. 
Rørene og deres indhold 1 2 3 4 
pRL 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
pHNF4α  2 µl  2 µl 
BS1+2-klon 1   18 µl 18 µl 
pGL4.23 18 µl 18 µl   
Total 20 µl 22 µl 20 µl 22 µl 
Tabel 41 viser transfektionsrøret med deres indhold. 
Der tilsættes 400 µl OptiMEM og 32 µl LF2000 til et 2 ml E-rør. Blandingen pipetteres op og ned og inkuberes 
i 5 min ved stuetemperatur. 
100 µl OptiMEM blanding tilsættes alle 4 rør, hvorefter der pipetteres op og ned. Prøverne inkuberes 20 min 
ved stuetemperatur. Under inkubation skiftes mediet på cellerne ved at suge mediet op uden at forstyrre 
cellerne, der sidder i bunden. Dernæst tilsættes nyt 400 µl medie til cellerne. 
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Efter 20 min inkubation måles prøverne i 10 sek. ved at dryppe 95 µl ned i brøndene (er dette rigtigt?). 
Tabel 50 og Tabel 51viser resultaterne 
B delen: 
I Tabel 42 ses rørene med deres indhold og hvor meget, der er tilsat af hver især. Læg mærke til, at der 
forekommer varierende mængder af HNF4α, da formålet med B delen er at finde en optimal HNF4α mængde i 
luciferase-aktiviteten. 
Rørene og deres indhold 1 2 3 4 5 6 7 8 
pRL 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
BS1+2-klon 1     18 µl 18 µl 18 µl 18 µl 
HNF4α  2 µl 8 µl 16 µl  2 µl 8 µl 16 µl 
pGL4.23 18 µl 18 µl 18 µl 18 µl     
Total 20 µl 22 µl 28 µl 36 µl 20 µl 22 µl 22 µl 36 µl 
Tabel 42 viser transfektionsrørene. 
Der laves en LF2000 mix: 800 µl OptiMEM blandes med 32 µl LF2000 i et 2 ml E-rør. Røret inkuberes i 5 min 
ved stuetemperatur og pipetteres op og ned. 
DNA blandes med 100 µl fra OptiMEM blandingen. Efter 5 min tilsættes 100 µl fra LF2000 blandingen til hver 
prøve. Blandingen inkuberes i 20 min ved stuetemperatur, og mediet på cellerne skiftes ud. 95 µl tilsættes hver 
brønd, og aktiviteten måles i luminometer. 
Tabel 50 og Tabel 51 viser resultaterne. 
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11.3 – Data  
Alle tabellerne nedenfor viser hvad prøverne indeholder, koncentrationen af HNF4 (ng/µl), Luc- og Ren 
aktiviteten samt ratio. Hvor af forholdet mellem Luc og Ren aktivitet ses ved ratio. Derudover er der beregnet 
standardafvigelser.  
De målinger, der er markeret med grå, er dem, som vi har vurderet er misvisende.  
Tabel 43 viser resultaterne for allerførste måling.Tabel 43 viser data for den allerførste måling, disse 
benyttes dog ikke i det videre forløb da luminometeret ikke tilførte renilla til prøverne. Derfor blev de målt om, 
hvilket ses i en tabel længere nede.  
  [HNF4] Luc Ren Ratio 
1A pGL4.23 0 1488 1496 0,994 
1B pGL4.23 0 2467 2446 1,009 
 2A pGL4.23 5 118,8 116,4 1,021 
2B pGL4.23 5 988 1978 1,005 
3A BS1 0 2518 1581 1,592 
3B BS1 0 1818 70,48 25,8 
4A BS1 5 3666 111,7 32,83 
4B BS1 5 3627 128,4 28,25 
5A BS2 (7) 0 0,525 0,383 1,373 
5B BS2 (7) 0 0,793 0,888 0,893 
6A BS2 (7) 5 3,96 1,354 2,924 
6B BS2 (7) 5 9,494 1,215 7,811 
7A BS2 (8) 0 0,68 0,704 0,966 
7B BS2 (8) 0 1,06 1,055 1,005 
8A BS2 (8) 5 0,59 0,914 0,645 
8B BS2 (8) 5 3,423 2,833 1,208 
Tabel 43 viser resultaterne for allerførste måling. 
Her ses ommålingen af de samme prøver som i Tabel 44. Desværre var nogle af prøverne opbrugt og de kunne 
derfor ikke måles igen. Her er der tale om prøverne, 1A, 1B og 7B. 8A og 8B måles ikke, da alle målingerne 
for BS2 var meget lave og derfor blev det vurderet at der ikke var nogen mening i at måle videre.  
  [HNF4] Luc Ren Ratio 
2A pGL4.23 5 1948 587,7 3,315 
2B pGL4.23 5 2290 731 3,133 
3A BS1 0 272,1 14,84 18,33 
3B BS1 0 2910 155,7 18,69 
4A BS1 5 3646 173,7 20,99 
4B BS1 5 3359 173,7 19,34 
5A BS2 (7) 0 0,574 1,796 0,32 
5B BS2 (7) 0 0,72 1,276 0,564 
6A BS2 (7) 5 0,434 1,491 0,291 
6B BS2 (7) 5 0,571 2,174 0,263 
7A BS2 (8) 0 0,4491 0,924 0,532 
Tabel 44 viser ommålingen af prøverne fra Tabel 43. 
Herunder vises beregningerne som tilvejebringer data til Figur 22 og Figur 23. Gennemsnittet for Luc og Ren 
fremgår samt standardafvigelserne. Herudover er Ratio gennemsnit, fold-øgning og Relativ standardafvigelse 
beregnet.  
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 [HNF4] Luc gns 
Luc 
SD Ren gns Ren SD Ratio gns Ratio SD 
fold 
øgning Rel SD 
pGL4.23 
5 ng/µl 
HNF4 2119 242 659 101 3,2 0,1  0,0 
BS1 
0 ng/µl 
HNF4 2910 0 156 0 18,7 0,0  0,0 
BS1 
5 ng/µl 
HNF4 3503 203 174 0,00 20,2 1,2 1,0 0,1 
Tabel 45 viser beregningerne som tilvejebringer data til Figur 22 og Figur 23 
 Tabel 46 og Tabel 47 indeholder prøver, hvor målingerne er udført henholdsvis den. 26-27/11/2009. Disse data 
er dog ikke benyttet i det videre forløb, da det viste sig at optimem var forurenet. Dette medførte meget dårlig 
luciferase-aktivitet og mange af celler var døde. Der er to målinger med henholdsvis en A og en B del. 
A     B     
 [HNF4] Luc Ren Ratio  [HNF4] Luc Ren Ratio 
pGL4.23 0 29,96 30,34 0,987 pGL4.23 0 26,27 14,43 1,821 
pGL4.23 0 14,57 24,29 0,6 pGL4.23 0 35,04 4,458 7,86 
pGL4.23 0 26,43 29,92 0,883 pGL4.23 0 15,29 4,423 3,457 
pGL4.23 5 14,49 14,95 0,969 pGL4.23 5 15,97 4,539 3,519 
pGL4.23 5 9,093 11,83 0,768 pGL4.23 5 27,05 15,7 1,723 
pGL4.23 5 8,5 11,8 0,721 pGL4.23 5 20,86 12,09 1,726 
BS1 0 21,94 28,29 0,775 pGL4.23 20 45,96 19,39 2,371 
BS1 0 39,7 24,51 1,62 pGL4.23 20 16,87 9,613 1,755 
BS1 0 42,09 24,74 1,701 pGL4.23 20 29,08 13,93 2,087 
BS1 5 50,26 32,08 1,567 pGL4.23 40 21,32 12,75 1,672 
BS1 5 105 27,58 3,807 pGL4.23 40 10,18 8,618 1,182 
BS1 5 47,99 23,54 2,038 pGL4.23 40 25,05 8,009 3,128 
BS2 (7) 0 0,15 5,764 0,026 BS1 0 29,93 11,17 2,68 
BS2 (7) 0 0,172 5,651 0,03 BS1 0 24,51 11,19 2,191 
BS2 (7) 0 1,716 5,709 0,301 BS1 0 31,47 13,27 2,371 
BS2 (7) 5 0 4,873 0 BS1 5 19,71 18,75 1,051 
BS2 (7) 5 0,104 4,239 0,025 BS1 5 53,4 17,2 3,104 
BS2 (7) 5 0,205 5,495 0,037 BS1 5 17,27 11,02 1,568 
BS2 (8) 0 0,397 3,719 0,107 BS1 20 13,28 8,83 1,504 
BS2 (8) 0 0,388 4,044 0,096 BS1 20 1,585 5,305 0,299 
BS2 (8) 0 0 3,404 0 BS1 20 4,395 5,37 0,818 
BS2 (8) 5 0,189 6,532 0,029 BS1 40 5,971 6,633 0,9 
BS2 (8) 5 0,106 6,919 0,015 BS1 40 9,053 6,154 1,471 
pGL2 0 0,254 3,302 0,077 BS1 40 2,009 5,06 0,397 
Tabel 46 viser resultaterne for de prøver som senere hen viste sig at være forurenet  
I Tabel 47 er der transfekteret ud fra A og B delen i Tabel 46. Her laves dog ikke triplikater eller duplikater.  
A     B     
 [HNF4] Luc Ren Ratio  [HNF4] Luc Ren Ratio 
pGL4.23 0 0,991 3,734 0,265 pGL4.23 20 1,793 6,024 0,298 
pGL4.23 5 1,402 3,86 0,363 pGL4.23 40 0,77 4,311 0,179 
BS1 0 0,179 4,176 0,043 BS1 20 0,207 4,726 0,044 
BS1 5 4,052 10,46 0,387 BS1 40 0,862 4,231 0,204 
BS2 (7) 0 0,911 4,829 0,189 
BS2 (7) 5 0,966 4,589 0,21 
BS2 (8) 0 0,786 4,633 0,17 
BS2 (8) 5 0,959 5,399 0,178 
Tabel 47 viser resultaterne for anden måling, hvor prøverne var forurenet.  
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I Tabel 49 og Tabel 50 nedenfor ses datasæt for anden måling den 2 december. Her ses igen målinger af BS1 
samt kontrolvektoren, dog ved forskellige koncentrationer af HNF4. Denne måling er foretaget som erstatning 
for anden måling, der var forurenet.   
 [HNF4] Luc Ren Ratio 
pGL4.23 0 153,3 42,56 3,603 
pGL4.23 0 149,2 45,27 3,296 
pGL4.23 0 303,4 98,55 3,078 
pGL4.23 0 295 91,95 3,208 
pGL4.23 5 266,9 76,07 3,508 
pGL4.23 5 216,6 58,6 3,697 
pGL4.23 5 301,9 66,98 4,508 
pGL4.23 5 247,6 52,12 4,75 
pGL4.23 20 309,8 44,44 6,972 
pGL4.23 20 337,3 47,58 7,089 
pGL4.23 40 206,5 20,28 10,18 
pGL4.23 40 41,97 3,002 13,98 
BS1 0 127,5 55,71 2,288 
BS1 0 191,5 75,59 2,533 
BS1 0 202 76,73 2,633 
BS1 0 160,9 71,14 2,261 
BS1 5 27,64 9,93 2,783 
BS1 5 81,27 24,28 3,347 
BS1 5 235,2 55,39 4,247 
BS1 5 204 47,32 4,31 
BS1 20 222,6 0,191 1163 
BS1 20 150,9 0,163 923,1 
BS1 40 277,5 29,51 9,402 
BS1 40 250,8 26,05 9,627 
Tabel 48 viser resultaterne for anden måling.  
I Tabel 49 ses der ingen ratio ved BS1 med 20 ng/µl HNF4. Dette skyldes at renilla aktiviteten er så tæt på nul.  
 [HNF4] Luc gns Luc SD 
Ren 
gns Ren SD Ratio gns Ratio SD 
Fold 
øgning Rel SD 
pGL4.23 
0 ng/µl 
HNF4 225 86 70 30 3,3 0,2 0,0 0,0 
pGL4.23 
5 ng/µl 
HNF4 258 36 63 10 4,1 0,6 1,2 0,2 
pGL4.23 
20 ng/µl 
HNF4 324 19 46 2 7,0 0,1 0,3 0,0 
pGL4.23 
40 ng/µl 
HNF4 207 0 20 0 10,2 0,0 3,1 0,0 
BS1 
0 ng/µl 
HNF4 170 34 70 10 2,4 0,2 0,0 0,0 
BS1 
5 ng/µl 
HNF4 220 22 51 6 4,3 0,0 1,8 0,0 
BS1 
20 ng/µl 
HNF4 187 51 0 0     
BS1 
40 ng/µl 
HNF4 264 19 28 2 9,5 0,2 4,0 0,1 
Tabel 49 viser beregninger til tilvejebringer data for Figur 24 og Figur 25 
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I Tabel 50 og Tabel 51 ses datasæt for tredje måling. Disse målinger indeholder prøver med kontrolvektoren 
samt BS1+2.  
 [HNF4] Luc Ren Ratio 
pGL4.23 0 207,6 26,19 7,927 
pGL4.23 0 148,9 21,3 6,992 
pGL4.23 0 87,44 86,2 1,014 
pGL4.23 0 99,79 98,82 1,01 
pGL4.23 5 372,6 366 1,018 
pGL4.23 5 448,4 72,07 6,221 
pGL4.23 5 268,8 19,14 14,04 
pGL4.23 5 349,4 22,86 15,28 
pGL4.23 20 418,7 22,85 18,33 
pGL4.23 20 473,9 470 1,008 
pGL4.23 40 410,8 10,13 40,56 
pGL4.23 40 454,3 35,48 12,8 
BS1+2 0 319,8 46,61 6,446 
BS1+2 0 435,1 53,57 8,123 
BS1+2 0 373,6 135,6 2,754 
BS1+2 0 41,85 6,539 6,4 
BS1+2 5 304,1 21,75 13,98 
BS1+2 5 213,1 18,04 11,82 
BS1+2 5 143,9 12,67 11,35 
BS1+2 5 447,4 34,33 13,03 
BS1+2 20 169 9,441 17,9 
BS1+2 20 68,59 4,729 14,51 
BS1+2 40 445,5 29,33 15,19 
BS1+2 40 25,61 0,341 75,06 
Tabel 50 viser resultaterne for tredje måling. 
 [HNF4] Luc gns Luc SD Ren gns Ren SD Ratio gns Ratio SD 
Fold 
øgning Rel SD 
pGL4.23 
0 ng/µl 
HNF4 136 54,7 58,1 40,1 4,2 3,7 0,0 0,0 
pGL4.23 
5 ng/µl 
HNF4 360 73,9 120,0 165,8 9,1 6,7 2,2 1,6 
pGL4.23 
20 ng/µl 
HNF4 419 0,0 22,9 0,0 18,3 0,0 4,4 0,0 
pGL4.23 
40 ng/µl 
HNF4 433 30,8 22,8 17,9 26,7 19,6 6,4 4,7 
BS1+2 
0 ng/µl 
HNF4 376 57,7 78,6 49,5 5,8 2,7 0,0 0,0 
BS1+2 
5 ng/µl 
HNF4 220 80,3 17,5 4,6 12,4 1,4 2,1 0,2 
BS1+2 
20 ng/µl 
HNF4 119 71,0 7,1 3,3 16,2 2,4 2,8 0,4 
BS1+2 
40 ng/µl 
HNF4 446 0,0 29,3 0,0 15,2 0,0 2,6 0,0 
Tabel 51 viser beregningerne som tilvejebringer data for Figur 26 og Figur 27 
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11.4 – Sekventering 
BS1                      BamHI                      BS1                                 KpnI     SalI 
Oligonukleotid 1: 5’ - GATCCGTGGGAAGGGACAAAGGGTGGCCCTGGCGGTACCG - 3’ 
Oligonukleotid 2: 3’ - GCACCCTTCCCTGTTTCCCACCGGGACCGCCATGGCAGCT - 5’ 
 
412 – Forward (BS1) 
TNNTNNNTNNTNNTTTTNTTTNANACTGGGGGCANNNNAACTGNTGCCGTGACCCAGGGACAAAG
GGTGGCCCTGTTCTTTACCATNCGACCGATGCCCTTGNANAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCC
GGTGGGCGCGGGGCATGACTATCCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTA
GGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCT
GCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAAC
GCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTG
CTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGA
GGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTT 
 
413 – Reverse (BS1) 
TNNNTNNNTNNTNNTTTTTNTTNCAACNGGNNGGCNNTTTNNCGGCNGCGGTACGCCGGTACCGC
CGGGGCCCACCCTTTNTCCCTTCCCACGGNTCCTTANCGATTTTACCACATTTGTAGAGGTTTTACT
TGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGNAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTG
TTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATA
AAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTG
CTCGAAGCGGCCGGCCGCCCCGACTCTAGAATTATTACACGGCGATCTTGCCGCCCTTCTTGGCCT
TAATGAGAATCTCGCGGATCTTGCGGGCGTCCAACTTGCCGGTCAAGTCCTTTAGGCACCTCGTCC
ACGAACACAACACCAC 
 
BS1 + 2 
Oligonukleotid 5:  
      2+BamHI                               BS1                                    Overlap 
5’-
CGGGATCCGTGGGAAGGGACAAAGGGTGGCCCTGGCAGATCCGGACGGGCAGGACTGGGTGTG
TCCCATGAGAGC-3’ 
 
Oligonukleotid 6: 
                 Overlap                                                                    BS2            HindIII      SalI +4  
3’-
CACACAGGGTACTCTCGTGGAGGAAGGACCGGAAAGGACACCTGAAACAGGGTGTGGTGTTC
GAACAGCTGACGC-5’ 
 
BS1+2 – Forward 
TNNNTNNNTNNTNNTTTTTNTTTNCAACTGTGGGGCCCTCTNCTGNTNCCGTGGNCANGGGNAAN
ANAGAAAAATGGTNNGNNGAGGGTAGGTGTATGATTCTCTGGGAGGCACAATATTTTGATTTTCT
GGGACATGTTTTCAATACATGCGCACACCACAAGCTTGTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAA
CCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTT
TATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGC
GCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACA
GAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGT
AAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCTGACGAAG 
 
BS1+2 - Reverse 
TNNNTNNNNNNNNNNTTTTNTTTCAACTGGGTTGNCCNTTTTTGGCNNCGGTCCAAAGCTTGTGGT
GTGCGCATGTTTTGAAAACATGTCCCAGAAAACAAAATATTGTGCCTCCCAGNAGNAATCATACA
CCTACCCTCATCCTCCACTTTTTCCTCTCTTCCCCTTCCCACGGATCCTTATCGATTTTACCACATTT
GTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAAT
GCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACA
AATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT
CTTATCATGTCTGCTCGAAGCGGCCGGCCGCCCCGACTCTAGAATTATTACACGGCGATCTTGCCG
CCCTTCTTGGCCTTAATGAGAATCTCGCGGATCTTGCGGGCGTCCAACT 
 11.5 – Oversigt over de kryptiske bindingssites COUP
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 11.6 – Bestillingslister 
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